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ABREVIATURAS 
 

 

5-HIAA  ácido 5-hidroxi indolacético       

5-HT  5-hidroxitriptamina, serotonina       

5-HTP  5-hidroxitriptófano       

AADC  enzima L-aminoácido aromático descarboxilasa      

ABC   del inglés ATP-binding cassette  

ADN  ácido dexorribonucleico        

Akt  proteína quinasa B de la vía PI3K/Akt/mTOR     

AMP  adenosín monofosfato 

AMPc  adenosín monofosfato cíclico 

AMPK   proteína quinasa activada por AMP     

ANOVA ánálisis de la varianza        

AROS  del inglés active regulator of SIRT1 

ATP  adenosina trifosfato        

BBB  del inglés blood brain barrier    

BCA  método del ácido biciconínico       

BCRP   del inglés breast cancer resistance protein  

BNDF   del inglés brain-derived neurotrophic factor    

Cdk1-B   del inglés cyclin-dependent kinase 1B 

COX   enzima ciclooxigenasa      

DA  dopamina         

DBC1             del inglés deleted in breast cáncer 1 

DOI  densidad óptica integrada       

DOPA  3,4-dihidroxifenilalanina       

DOPAC  ácido hidroxifenilacético        

DYRK   del inglés dual specifity tyrosine phosphorylation-regulated kinase 

ECL  electroquimioluminiscencia amplificada     

EDTA  ácido etilenediamino tetraacético        

ERK  quinasa regulada por señales extracelulares      

FOXO  del inglés forkhead box       

Glu230  aminoácido glutamato 230       

GnRH  hormona liberadora de la gonadotrofina      

HPLC  del inglés high performance liquid chromatography     

HVA  ácido homovanílico       

i.p  vía intraperitoneal       

IgG   inmunoglobulina G       

IIS  del inglés insulin/IGF (insulin-like growth factor)-like signaling   

IKK  proteína quinasa de la vía de NF-kB      

IL-1  interleuquina 1       



 

 

 

IMAO            inhibidor de la enzima MAO       

iNOS  óxido nítrico sintasa        

IκB  proteína quinasa de la vía de NF-B     

JNK  proteína quinasa activada por estrés que fosforila c-Jun    

kDa  kilodaltons       

LPS  endotoxina lipopolisacárido 

LTP  del inglés long term potentiation    

MAO  enzima monoámino oxidasa       

MAPK  proteína cinasa activada por señales mitógenas     

MEK  proteína tirosina/treonina quinasa de la vía de las MAPK    

MRP2  del inglés multidrug resistance-associated protein 2 

mTOR  proteína diana de la rampamicina en mamíferos     

NA  noradrenalina, norepinefrina       

NAD+  nicotinamida adenina dinucleotido       

NADH  nicotinamida adenina dinucleotido deshidrogenasa     

NF-kB  factor nuclear kappaB       

NO  óxido nítrico        

NSD 1015 3-hydroxybenzyl hydrazine; inhibidor de la descarboxilasa de aminoácidos aromáticos 

o/n  del inglés over night       

OMS  Organización Mundial de la Salud       

OSA  ácido octano sulfónico        

PGC1-α  coactivador transcripcional 1 alfa 

PKA  del inglés protein kinase A       

PKB  del inglés protein kinase B          

RARβ   receptor de ácido retinoico beta     

ROS  del inglés reactive oxygen species  

SDS-PAGE electroforesis en gel de poliacrilaminda con SDS  

SIRT  del inglés silent information regulator proteins 

SNA    sistema nervioso autónomo        

SNC  sistema nervioso central        

SPF  del inglés specific pathogen free 

STAC  del inglés sirtuin activating compound  

TBS  tampón tris salino       

TH  enzima tirosina hidroxilasa       

TNF-  factor de necrosis tumoral        

TPH  enzima triptófano hidroxilasa       

WB  Western blot   
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RESUMEN 

 

 

 

 

 
El desarrollo de la medicina y la tecnología ha favorecido el incremento de la proporción de población 

longeva a nivel mundial. Este contexto demográfico ha generado la necesidad de comprender mejor los 

cambios que ocurren a nivel cerebral durante el envejecimiento, así como de encontrar estrategias 

encaminadas a prevenir, retrasar y atenuar sus consecuencias. Aunque no se conocen bien todos los 

mecanismos moleculares implicados en el proceso de envejecimiento, se ha señalado como causas 

fundamentales el estrés oxidativo y la activación de la inflamación. En este sentido, los polifenoles, dadas 

sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, pueden ser moléculas claves para contribuir a la 

prevención del envejecimiento. El objetivo de este trabajo fue determinar los efectos protectores de los 

tratamientos con polifenoles sobre los cambios que ocurren durante el envejecimiento a nivel cerebral, así 

como analizar los mecanismos de acción implicados. Para ello se realizaron diversos tratamientos crónicos 

con los polifenoles resveratrol, silimarina, quercetina y naringenina en ratas viejas. Durante los tratamientos 

se realizaron diferentes pruebas comportamentales para analizar los efectos a nivel cognitivo y motor, 

comparando los resultados con los de ratas jóvenes y viejas control. Después de los tratamientos y sacrificio 

de los animales, se analizaron: mediante HPLC con detección electroquímica, la síntesis y acumulación de 

neurotransmisores monoaminérgicos implicados en los procesos cognitivos y motores; y mediante western 

blot, los niveles de inmunoreactividad de diferentes proteínas/vías de señalización  (PI3K/Akt/mTOR, 

MEK/ERK, NF-B y SIRT1) implicadas en envejecimiento y/o inflamación. Se comprobó que el 

envejecimiento genera deterioro cognitivo y motor, que está ocasionado en parte por un declive en los 

sistemas monoaminérgicos centrales, así como por cambios en los niveles de proteínas relacionadas con 

envejecimiento e inflamación. Se comprobó que estos cambios son contrarrestados por los tratamientos 

crónicos con resveratrol, silimarina, quercetina y naringenina. Estos compuestos actúan como antioxidantes 

y antiinflamatorios, restaurando los niveles de los principales neurotransmisores monoaminérgicos, así 

como regulando los niveles de proteínas claves en el proceso de envejecimiento y neuroinflamación como 

SIRT1 y NF-B, en regiones cerebrales fundamentales para la correcta funcionalidad de los procesos 

cognitivos y motores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

RESUM 

 

 

 

 

 
El desenvolupament de la medicina i la tecnologia ha afavorit l'increment de la proporció de població 

longeva a nivell mundial. Aquest context demogràfic ha generat la necessitat de comprendre millor els 

canvis que ocorren a nivell cerebral durant l'envelliment, així com de trobar estratègies encaminades a 

prevenir, retardar i atenuar les seves conseqüències. Encara que no es coneixen bé tots els mecanismes 

moleculars implicats en el procés d'envelliment, s'han assenyalat com a causes fonamentals l'estrès oxidatiu 

i l'activació de la inflamació. En aquest sentit, els polifenols, donades les seves propietats antioxidants i 

antiinflamatòries, poden ser molècules claus per contribuir a la prevenció de l'envelliment. L'objectiu 

d'aquest treball va ser determinar els efectes protectors dels tractaments amb polifenols sobre els canvis que 

ocorren durant l'envelliment a nivell cerebral, així com analitzar els mecanismes d'acció implicats. Per a 

això es van realitzar diversos tractaments crònics amb els polifenols resveratrol, silimarina, quercetina i 

naringenina en rates velles. Durant els tractaments es van realitzar diferents proves comportamentals per 

analitzar els efectes a nivell cognitiu i motor, comparant els resultats amb els de rates joves i velles control. 

Després dels tractaments i sacrifici dels animals, es van analitzar: mitjançant HPLC amb detecció 

electroquímica, la síntesi i acumulació de neurotransmissors monoaminèrgics implicats en els processos 

cognitius i motors; i mitjançant Western blot, els nivells de inmunoreactivitat de diferents proteïnes/vies de 

senyalització (PI3K/Akt/mTOR, MEK/ERK, NF-B i SIRT1) implicades en envelliment i/o inflamació. Es 

va comprovar que l'envelliment genera deteriorament cognitiu i motor, que està ocasionat en part per un 

declivi en els sistemes monoaminèrgics centrals, així com per canvis en els nivells de proteïnes relacionades 

amb envelliment i inflamació. Es va comprovar que aquests canvis són contrarestats pels tractaments 

crònics amb resveratrol, silimarina, quercetina i naringenina. Aquests compostos actuen com a antioxidants 

i antiinflamatòries, restaurant els nivells dels principals neurotransmissors monoaminèrgics, així com 

regulant els nivells de proteïnes claus en el procés d'envelliment i neuroinflamació com SIRT1 i NF-B, en 

regions cerebrals fonamentals per a la correcta funcionalitat dels processos cognitius i motors. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 
 

 

 

 

 
The development of medicine and technology has helped to increase the proportion of the aging population 

worldwide. This demographic context has created the need to better understand the changes that occur in 

the brain during aging and to find strategies to prevent, delay and mitigate its consequences. Although not 

all the molecular mechanisms involved in the aging process are well known, oxidative stress and activation 

of inflammation have been identified as the leading causes. In this regard, the polyphenols due to its 

antioxidant and anti-inflammatory properties, may be key molecules contributing to the prevention of 

aging. The aim of this study was to determine the protective effects of the treatments with polyphenols on 

the changes that occur during aging in the brain, and to analyze the mechanisms of the action involved. 

Various chronic treatments were carried out with the polyphenols resveratrol, silymarin, quercetin and 

naringenin in old rats. Different behavioral tests were performed during treatments in order to analyze the 

effects at a cognitive and motor level, comparing the results with those of young and old control rats. After 

treatments and the sacrifice of animals it was analyzed: the synthesis and accumulation of monoamine 

neurotransmitters involved in cognitive and motor processes, by HPLC with electrochemical detection; and 

the immunoreactivity levels of different protein/signaling pathways (PI3K/Akt/mTOR, MEK/ERK, NF-B 

and SIRT1) involved in aging and/or inflammation, by Western blot. It was found that aging generates 

cognitive and motor impairment, which is caused in part by a decline in the central monoaminergic systems, 

as well as changes in the levels of proteins related to aging and inflammation. It was found that these 

changes are reversed by chronic treatment with resveratrol, silymarin, quercetin and naringenin. These 

compounds act as antioxidants and anti-inflammatories, restoring the levels of the major monoaminergic 

neurotransmitters and regulating the levels of key proteins in the aging process and neuroinflammation such 

as SIRT1 and NF-B in brain regions critical for accurate functionality of cognitive and motor processes. 
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1.1 ENVEJECIMIENTO 

 

1.1.1 Datos poblacionales 

Durante las últimas décadas, como consecuencia del desarrollo científico y tecnológico se ha 

producido un aumento de la esperanza de vida. Este hecho unido a la disminución en la tasa de 

fecundidad ha generado en casi todos los países una inversión de la tendencia demográfica 

(Imserso, 2014) (Figura 1). Según datos de la Organización Mundial de la Salud (OMS) y de 

Naciones Unidas en el informe World Population Prospects: The 2012 Revision, en la última 

década la proporción de personas mayores de 60 años se ha incrementado más rápidamente que 

cualquier otro grupo de edad.  La OMS prevé que, entre 2000 y 2050, la población mundial mayor 

de 60 años se triplicará y pasará de 600 millones a 2000 millones. Otra de las tendencias previstas 

es la del denominado envejecimiento de la población mayor o también envejecimiento del 

envejecimiento. Este término hace referencia al incremento de la población más anciana, es decir, 

la que supere los 80 años. Según la misma fuente en 2050 habrá en el mundo cerca de 400 millones 

de personas con 80 años o más (Figura 2).  

El envejecimiento de la población, tanto en países desarrollados como en vías de desarrollo, es 

un indicador de la mejoria de la salud en el mundo. Este fenómeno tiene consecuencias directas 

para la sociedad, ya que por un lado las personas de edad realizan importantes contribuciones a 

la sociedad, pero por otro lado supone un importante desafío sanitario, como por ejemplo la 

necesidad de mejorar la atención tanto a nivel sanitario como social; así como encontrar 

estrategias para prevenir y tratar las enfermedades crónicas asociadas a la edad, y el deterioro 

fisiológico que acompaña al envejecimiento. 

 
 

 

Figura 1. Inversión de la tendencia demográfica en España, 1900-2050. Las proyecciones de población (2020-2050) 

están calculadas a partir de la población a 1 de enero de 2012 (Imserso, 2014).
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Figura 2. Población mayor de 65 años en países desarrollados y en vías de desarrollo, 2010-2050 (millones y 

porcentaje). Se trata de una proyección (Imserso, 2014). 

Además, la OMS en el mismo informe, destaca que más del 20 % de los adultos que pasan de los 

60 años súfren de un trastorno mental o neurológico. Por lo que, a nivel poblacional el 

envejecimiento cerebral tiene destacadas consecuencias. Los trastornos neuropsiquiátricos más 

comunes son la demencia y la depresión, siendo un 6,6 % de las personas mayores de 60 años 

diagnosticadas con incapacidad total, a causa de este tipo de trastornos. De esta forma el declive 

cognitivo se ha convertido en una de las principales amenazas contra la salud durante el 

envejecimiento (Bishop y cols., 2010).  

1.1.2 Concepto de envejecimiento 

Hasta el momento no existe una definición universalmente aceptada del proceso de 

envejecimiento. Sin embargo, en términos generales el envejecimiento se puede definir como el 

declive funcional dependiente del tiempo que afecta a la mayoría de los organismos vivos (López-

Otín y cols., 2013).  Es un proceso universal en la naturaleza, complejo y multifactorial que 

además de causar una progresiva pérdida de funcionalidad, aumenta el riesgo de muerte (revisión 

sobre envejecimiento de Viña y cols., 2007). En esta misma revisión se define el proceso de 

envejecimiento a partir de las siguientes características: 1) es universal: cualquier fenómeno 

asociado con el envejecimiento ocurre en diferentes grados en todos los individuos de una especie. 

2) es intrínseco: las causas que son el origen del envejecimiento deben ser endógenas; no deben 

depender de factores extrínsecos. 3) es progresivo: Los cambios que conducen al envejecimiento 

deben  ocurrir gradualmente a lo largo de la vida (deben también ocurrir en individuos jóvenes, 

aunque sea en una pequeña proporción). 4) El envejecimiento es perjudicial, es decir, un 

fenómeno asociado al envejecimiento sólo se considerará como parte del proceso de 

envejecimiento si es nocivo para el individuo.  
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La ciencia ha experimentado un avance sin precedentes en los últimos años, y hoy en día, la 

investigación sobre el envejecimiento está encaminada a profundizar en el conocimiento de los 

mecanismos responsables de este proceso a nivel molecular y celular, y al estudio de las 

enfermedades asociadas a esta etapa de la vida (López-Otín y cols., 2013).  

 

1.1.3 Teorías del envejecimiento: teoría del estrés oxidativo  

  

En el estudio del envejecimiento además de la búsqueda de una definición correcta de este 

proceso, existen teorías que intentan dar una explicación de las causas de este fenómeno. Más de 

300 teorías se han postulado sobre el envejecimiento (Medvedev, 1990). Estas teorías pretenden 

llegar a la comprensión del fenómeno del envejecimiento y explicar el deterioro fisiológico que 

parece estar asociado a una acumulación de fallos en diversos componentes biológicos. 

 

Entre estas teorías, la teoría del estrés oxidativo o de los radicales libres del envejecimiento 

(Harman, 1956) es una de las más aceptadas, por lo que a continuación profundizaremos en este 

tema. Esta teoría está relacionada con el proceso de respiración celular, por tanto para 

comprenderla debemos recordar que durante la respiración celular las mitocondrias de los 

organismos aeróbicos generan adenosina trifosfato (ATP) a partir de la fosforilación oxidativa. 

Durante este proceso el oxígeno molecular se reduce formando agua. Cada átomo de oxígeno 

captura 2 electrones, por tanto 4 electrones por cada oxígeno molecular. Así cada O2 captura 4 H+ 

y 4 e- dando lugar a 4 H2O. El punto clave radica en la captura del primer electrón donde se forma 

el radical superóxido O2•-. Durante este proceso se producen especies reactivas de oxígeno (ROS) 

como consecuencia de la reducción incompleta del oxígeno (Reiter y cols., 2001), que son 

moléculas muy pequeñas altamente reactivas debido a la presencia de una capa de electrones de 

valencia no apareada. Los principales ROS son el ión superóxido (O2•−), el peróxido de hidrógeno 

(H2O2), el radical hidroxilo (HO•), el óxido nítrico (NO) y el peroxinitrito (ONOO-) (Ihara y cols., 

1997). Durante la respiración celular la mitocondria consume el 90 % del oxígeno captado por la 

célula, lo que le convierte en una gran fuente de ROS. Por ejemplo, en un estado fisiológico 

normal durante la respiración celular entre el 1 y el 5 % del oxígeno captado por la célula es 

convertido en radicales O2•− (Boveris y cols., 1972). Estos ROS son intermediarios normales de 

la cadena transportadora de electrones en la mitocondria, pero cuando ocurre una producción 

excesiva los ROS pueden provocar daño oxidativo en proteínas, lípidos y en el ácido 

desoxirribonucleico (ADN), en un proceso conocido como estrés oxidativo que se cree que podría 

ser uno de los causantes del envejecimiento y muerte celular (Alexeyev y cols., 2004). Para evitar 

el daño existen mecanismos de defensa que están basados en enzimas antioxidantes especializadas 

como por ejemplo la superóxido dismutasa, la catalasa y la glutation reductasa, que neutralizan 

estos ROS. Teniendo en cuenta todo lo anterior, la teoría del estrés oxidativo propone la hipótesis 

de que el envejecimiento es el resultado de  una disfunción mitocondrial progresiva causada por 
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un aumento de la producción de ROS, y por tanto por un aumento del estrés oxidativo, sin los 

niveles adecuados de defensas antioxidantes (Harman, 1956). Debido a su estructura química las 

sustancias lipídicas como el colesterol o los ácidos grasos poliinsaturados, son unas de las 

principales afectadas por el estrés oxidativo. En este sentido, los ROS inducen peroxidación 

lipídica, generando cambios estructurales en las mitocondrias, y acumulación de productos de 

peroxidación lipídica (Sies, 1997; Negre-Salvayre y cols., 2010). 

  

En combinación con la teoría del estrés oxidativo, es necesario introducir el concepto de 

mitohormesis según el cual niveles moderados de ROS pueden activar los sistemas de defensa 

induciendo una respuesta adaptativa que contribuye a la homeostasis y a la supervivencia del 

organismo; por el contrario y en concordancia con la teoría del estrés oxidativo,  altos niveles de 

ROS causan daño celular y envejecimiento (Calabrese y cols., 2011; Ristow y Schmeisser 2014; 

Yun y Finkel, 2014) (Figura 3).  En este sentido, algunos trabajos recientes parecen indicar que 

niveles moderados de ROS pueden prolongar la esperanza de vida en levaduras y C. elegans 

(Doonan y cols., 2008; Van Raamsdonk y Hekimi, 2009; Mesquita y cols., 2010). Es por ello que, 

modificaciones genéticas o mutaciones espontáneas, en diversos organismos, que aumenten la 

resistencia al estrés oxidativo pueden incrementar la longevidad (Ristow y cols., 2010). Estos y 

otros datos han abierto el camino a una reconsideración del papel de ROS en el envejecimiento. 

En la misma línea existen estudios que sugieren que sustancias como la metformina y el 

resveratrol actuarían como venenos mitocondriales, induciendo un nivel moderado de estrés que 

activaría los mecanismos de defensa celulares prolongando la vida (Hawley y cols., 2010).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Esquema representativo del concepto de mitohormesis. Niveles altos de ROS causan daño celular dando 

lugar a muerte celular, mientras que niveles bajos son capaces de activar mecanismos que median en respuestas 

adaptativas que pueden prolongar la vida. 
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1.1.4 Características generales del envejecimiento 

 

En el envejecimiento de diferentes organismos, con especial énfasis en el envejecimiento de los 

mamíferos, además de producirse estrés oxidativo y disfunción mitocondrial, a nivel celular y 

molecular se pueden identificar las siguientes características comunes: inestabilidad genómica, 

acortamiento de los telómeros, senescencia celular replicativa, reducción del número de células 

madre, alteraciones epigenéticas, pérdida de proteostasis, alteración de la comunicación celular 

y desregulación del estado energético y nutricional. Estas características cumplen los siguientes 

requisitos: 1) tienen lugar durante el envejecimiento normal, 2) su empeoramiento de forma 

experimental acelera el envejecimiento y 3) su mejoría experimental retarda el proceso de 

envejecimiento normal y por lo tanto incrementa la esperanza de vida. Para cada una de las 

características comentadas, este conjunto de requisitos ideales se cumple en diversos grados. La 

complejidad deriva de la interconexión existente entre todas ellas (López-Otín y cols., 2013). 

 

A continuación comentaremos brevemente cada una de estas características, así como la relación 

existente entre ellas. El envejecimiento se caracteriza por la inestabilidad genómica: la 

acumulación de daño a nivel genético durante la vida es una característica general del 

envejecimiento (Moskalev y cols., 2012). La integridad y estabilidad del ADN se ven desafiados 

por la acción continúa de agentes exógenos físicos, químicos y biológicos, así como por las 

amenazas endógenas, incluyendo errores de replicación de ADN, reacciones hidrolíticas 

espontáneas y el propio fenómeno de estrés oxidativo comentado anteriormente (Hoeijmakers, 

2009). Para minimizar estas lesiones, los organismos han desarrollado una gran variedad de 

mecanismos de reparación del ADN que sinérgicamente son capaces de hacer frente a la mayor 

parte de los daños causados en el ADN (Lord y Ashworth, 2012). Sin embargo, todas estas 

amenazas provocan mutaciones puntuales, translocaciones cromosómicas, delecciones y 

duplicaciones o adiciones, integración de ADN procedente de virus o transposones y 

acortamiento de los telómeros. Los telómeros son secuencias especializadas de ADN que se 

encuentran en el extremo de los cromosomas. Los telómeros contienen muchas repeticiones en 

tándem de secuencias cortas, reconocidas por la telomerasa que rellena estas secuencias cada vez 

que la célula se divide. La actividad telomerasa mantiene la longitud de los telómeros. Sin 

embargo, existen tipos celulares en los cuales la actividad de la telomerasa disminuye de modo 

que cada vez que la célula se divide pierde nucleótidos del extremo hasta que los cromosomas 

son defectuosos y las células ya no pueden dividirse. Esto es lo que se denomina senescencia 

celular replicativa (Campisi 1997). Se ha observado acortamiento de los telómeros durante el 

envejecimiento normal, tanto en humanos como en ratones (Blackburn y cols., 2006; Blasco, 

2007). Se considera que el acortamiento de los telómeros es uno de los causantes de la senescencia 

celular, que es la interrupción del ciclo celular acompañado de cambios fenotípicos estereotipados 
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(Hayflick y Moorhead, 1961). Debido a que el número de células senescentes aumenta con el 

envejecimiento, se ha asumido que la senescencia contribuye al envejecimiento. Aunque el 

propósito principal de la senescencia es prevenir la propagación de las células dañadas y activar 

su desaparición por medio del sistema inmune, en los organismos de edad el sistema de reposición 

de células dañadas puede llegar a ser ineficaz; resultando en la acumulación de células senescentes 

que pueden agravar los daños y contribuir al envejecimiento. En los últimos años, se ha apreciado 

que las células senescentes manifiestan alteraciones dramáticas en su secretoma, convirtiéndose 

en un secretoma proinflamatorio, que produce citoquinas que contribuyen al proceso de 

envejecimiento dando lugar a inflamación (se profundizará sobre este aspecto en el apartado 1.1.7 

Neuroinflamación y envejecimiento) (Kuilman y cols., 2010; Rodier y Campisi, 2011). Durante 

el envejecimiento debido al aumento de la senescencia por los procesos ya explicados, se produce 

una reducción del número de células madre, así por ejemplo hay una disminución en la 

producción de células que participan en las respuestas inmunitarias, un proceso que se denomina 

inmunosenescencia (Shaw y cols., 2010). Además durante el envejecimiento así como se observa 

inestabilidad genómica también se producen alteraciones epigenéticas: los cambios epigenéticos 

implican alteraciones en los patrones de metilación del ADN, así como modificaciones 

postraduccionales de las histonas (metilación, desmetilación, acetilación, fosforilación, 

ubiquitinación entre otras), afectando a la remodelación de la cromatina (Greer y cols., 2010; 

Siebold y cols., 2010).  

 

El envejecimiento no solo se caracteriza por cambios genéticos y epigenéticos, también es 

característico de esta estapa la pérdida de proteostasis, que es la pérdida de la homeostasis de las 

proteínas (Powers y cols., 2009). La proteostasis implica los siguientes mecanismos: 

estabilización de proteínas correctamente plegadas, regulación de la familia de las proteínas de 

choque térmico y mecanismos de degradación de proteínas mal plegadas o dañadas por medio del 

sistema ubiquitina-proteosoma y del sistema lisosomal de autofagia (Mizushima y cols., 2008; 

Hartl y cols., 2011; Koga y cols., 2012). Durante el envejecimiento se produce una inadecuada 

función de estos sistemas, que puede ocasionar una acumulación de agregados proteicos tóxicos 

(Bishop y cols., 2010), contribuyendo al desarrollo de algunas patologías relacionadas con la 

edad, tales como la enfermedad de Alzheimer y enfermedad de Parkinson, entre otras (Powers y 

cols., 2009).  

 

Todas estas alteraciones descritas anteriormente pueden poner en riesgo los tejidos y la 

homeostasis del organismo. Otras características del envejecimiento son la alteración de la 

comunicación celular, como por ejemplo la desregulación neurohormonal o la señalización 

neuronal (Russell y Kahn, 2007; Laplante y Sabatini, 2012; Rando y Chang, 2012; Zhang y cols., 

2013); y la desregulación del estado energético y nutricional, en el que se ven afectados los 
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sistemas detectores de nutrientes como la vía de señalización de la insulina (IIS) que participa en 

la detección de glucosa y la diana de rapamicina en célula de mamíferos (mTOR) que detecta 

altas concentraciones de aminoácidos, ambas vías regulan el metabolismo anabólico (Laplante y 

Sabatini, 2012). También se producen alteraciones en los sensores de nutrientes que señalan 

escasez y catabolismo de nutrientes como son la proteína quinasa activada por adenosín 

monofosfato (AMPK) que detecta bajos niveles de energía mediante la detección de altos niveles 

de AMP y las sirtuínas (SIRT), en especial SIRT1, que detectan los estados de baja energía 

mediante la detección de altos niveles de nicotinamida adenina dinucleótido (NAD+)  y actúan en 

la dirección opuesta de IIS y mTOR (Houtkooper y cols., 2010). Estas vías están interconectadas 

y relacionadas con el envejecimiento, por lo que cambios en ellas se han relacionado con el 

envejecimiento prematuro, tanto en organismos modelo como en humanos (Fontana y cols., 2010; 

Kenyon, 2010; Barzilai y cols., 2012). Por ejemplo, se ha observado que la inhibición de mTOR 

quinasa prolonga la vida en levadura, gusanos y moscas (Johnson y cols., 2013). AMPK tiene 

múltiples efectos sobre el metabolismo como por ejemplo inhibe mTOR (Alers y cols., 2012). 

Por su parte SIRT1 puede producir respuestas metabólicas complejas como por ejemplo aumentar 

la mitocondriogenesis (Rodgers y cols., 2005), mejorar las defensas antioxidantes, y reducir la 

oxidación de ácidos grasos lo que favorece la longevidad (Fernández-Marcos y Auwerx, 2011) 

(se profundizará sobre SIRT en el apartado 1.2.2 Mecanismo de acción de las sirtuínas y su 

relación con los polifenoles). Además se ha descrito que SIRT1 y AMPK pueden participar en un 

circuito de retroalimentación positiva, conectando así los dos sensores de estados de baja energía 

para dar una respuesta unificada (Price y cols., 2012). En conjunto, las investigaciones disponibles 

hasta el momento apoyan firmemente la idea de que la señalización anabólica acelera el 

envejecimiento y la disminución de la señalización de nutrientes extiende la longevidad (Fontana 

y cols., 2010).  

Finalmente, estas características a nivel molecular y celular en conjunto favorecen la pérdida de 

la homeostasis frente a los cambios en el ambiente externo, dando lugar a cambios característicos 

del envejecimiento en órganos y sistemas (Viña y cols., 2007). Citaremos algunos ejemplos: 

durante el envejecimiento disminuye la capacidad para soportar situaciones generales de estrés, 

como por ejemplo disminuye la capacidad de soportar temperaturas extremas (Chester y Rudolph, 

2011). El funcionamiento del sistema inmunitario es deficiente y esto da lugar a un aumento tanto 

de enfermedades autoinmunes, así como un aumento de la susceptibilidad a las infecciones, 

acompañado de una disminución de la filtración glomerular en los riñones, falta de ventilación 

pulmonar, y disminución del flujo sanguíneo (Chester y Rudolph, 2011). La mayoría de los 

órganos vitales sufren fenómenos asociados a la atrofia o degeneración, sobretodo el cerebro, 

corazón y sistema muscular. De esta forma, hay falta de coordinación motora, acompañado de 

pérdida de fuerza y elasticidad del sistema muscular (Darling y cols., 1989; Contreras-Vidal y 
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cols., 1998; Seidler y cols., 2010). A nivel de los órganos de los sentidos, el envejecimiento se 

caracteriza por pérdidas en la visión, y en la capacidad auditiva, que también influyen en los fallos 

a nivel cognitivo, como son los fallos en la memoria, característicos del envejecimiento (Peters y 

cols., 2002; Wilson y cols., 2006). Por otra parte, el envejecimiento provoca una degradación del 

material intercelular. Por ejemplo, hay una disminución en el número de fibras elásticas, así como 

enlaces transversales de fibras de colágeno en la dermis (Brun y cols., 2015). La incidencia de 

patologías como el cáncer aumenta exponencialmente con la edad, y lo mismo ocurre con la 

incidencia de enfermedades degenerativas, de las cuales las neurodegenerativas son las más 

destacadas (Kennedy y cols., 2012). 

1.1.5 Características del envejecimiento a nivel cerebral  

Antes de explicar las características del envejecimiento a nivel cerebral  hay que destacar que el 

cerebro es una de las estructuras que acumulan más estrés oxidativo con la edad (Möller y cols., 

2010). Algunas de las razones principales de este fenómeno se deben a que en el cerebro hay un 

elevado consumo de oxígeno necesario para mantener un alto rendimiento energético, un mayor 

número de mitocondrias, abundante óxido nítrico (NO) y membranas celulares ricas en ácidos 

grasos poliinsaturados, que son fácilmente peroxidados, fenómeno que se ve agravado por una  

falta de  niveles adecuados de defensas y sistemas antioxidantes (que también disminuyen a causa 

del estrés oxidativo) (Sohal 1990 a y b, Coyle 1993, Reiter 1998 b, Mariani, 2005, Freeman, 

2012). Todo ello puede contribuir a la acumulación del daño neuronal con la edad (Yanker y cols., 

2008). Por este motivo el estrés oxidativo es considerado en numerosos estudios como un 

colaborador importante para el desarrollo y la patogénesis de una amplia variedad de 

enfermedades neurodegenerativas, así como en el deterioro cognitivo relacionado con la edad 

(Bishop y cols., 2010). A continuación se resumirán las principales características del 

envejecimiento a nivel cerebral. 

1.1.5.1 Declive cognitivo y motor 

Se ha observado que durante el envejecimiento se produce un declive a nivel cognitivo y motor. 

La función motora sufre un deterioro caracterizado por la pérdida de fuerza muscular, 

disminución del equilibrio (Darling y cols., 1989; Contreras-Vidal y cols., 1998) y coordinación 

(Seidler y cols., 2010), debido a disfunciones del sistema nervioso central y periférico, así como 

del sistema neuromuscular (Diggles-Buckles, 1993). La falta de equilibrio y los problemas al 

andar son algunas de las causas principales de morbilidad en el envejecimiento (Alexander y cols., 

1992). La cantidad de movimientos disminuye un 15-30 % con la edad (Diggles-Buckles, 1993). 

Esta disminución parece ser una estrategia en los individuos adultos para ganar exactitud en los 

movimientos a cambio de perder velocidad (Seidler-Dobrin y Stelmach, 1998). La lentitud para 
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procesar información también afecta la actividad motora debido a un incremento del ruido neural 

y otros cambios sinápticos (Salthouse y Somberg, 1982; Salthouse, 1993).  

 

Junto con el declive en la actividad motora tambien se produce un deterioro en las funciones 

cognitivas. Las funciones cognitivas más afectadas por la edad son la atención, la memoria, y el 

aprendizaje. Estas funciones dependen de la percepción, que aunque es considerada como una 

función precognitiva muestra un declive relacionado con la edad atribuible a los problemas que 

ocurren en los órganos de los sentidos (Peters y cols., 2002). El deterioro en la percepción, 

atención y memoria afecta negativamente a otras funciones cognitivas más complejas como el 

aprendizaje (Wilson y cols., 2006; Glorioso y cols., 2011). Esto se debe a que el aprendizaje y la 

memoria son dos procesos cognitivos relacionados, formados por la capacidad de adquirir 

(atención y percepción), codificar, almacenar, mantener y recuperar (memoria) información 

procedente del entorno (Sweatt, 2003). La memoria se puede clasificar en diferentes categorías 

según el tipo de recuerdo y el tiempo de retención de la información. 

La clasificación basada en el tipo de recuerdo según sea consciente o inconsciente puede ser:  

1)  memoria declarativa o explícita, también llamada aprendizaje consciente. La memoria 

declarativa implica el almacenamiento inconsciente pero el recuerdo consciente de la 

información. Puede referirse a eventos (memoria episódica), hechos o datos aislados (memoria 

semántica). Asimismo, incluye condicionamiento asociativo consciente y aprendizaje espacial. 

Debido a la recuperación de la información, la memoria declarativa es consciente por lo que las 

regiones cerebrales más implicadas en este proceso son las regiones corticales y  el hipocampo. 

 

2) memoria no declarativa o implícita, también llamada aprendizaje no consciente (Sweatt, 

2003). El almacenamiento de información correspondiente a la memoria implícita es 

inconsciente, pero la recuperación de la misma puede ser consciente o inconsciente. Se ha descrito 

que las vías neurales implicadas en este proceso son principalmente la corteza prefrontal, el núcleo 

accumbens, la amígdala, cuerpo estriado, cerebelo, tálamo y corteza motora. Este tipo de memoria 

engloba memoria de procedimiento, que consiste en la capacidad de adquirir hábitos y habilidades 

motoras cuya repetición tiende a incrementar destreza en su ejecución. 

 

La memoria también se puede clasificar según el tiempo en que la información es mantenida hasta 

su evocación posterior en (Baddeley, 2000):  

 

1) memoria de largo plazo, en la que se puede mantener la información por horas, días o años,  

porque es más estable, menos lábil.  



 

 

12 
 

2)  memoria de corto plazo. Dentro de esta categoría se encuentra la memoria de trabajo (o 

memoria de corto plazo activa, o memoria operante) que se refiere, al recuerdo a corto plazo de 

información específica necesaria para la ejecución de una tarea determinada. La dinámica 

psiconeural de este tipo de memoria de corto plazo está sustentada por la conformación de redes 

dinámicas entre neuronas prefrontocorticales denominadas “campos de memoria”; estas redes son 

alternantes, temporalmente reverberantes y se mantienen activas y estables hasta que la acción 

conductual es ejecutada (Williams y Goldman-Rakic, 1995). La memoria de trabajo y las acciones 

motrices conducentes a ejecutar las tareas relacionadas con la memoria de trabajo, implican el 

procesamiento enteramente consciente de la información (Sweatt, 2003). Las regiones cerebrales 

implicadas en este tipo de memoria son la corteza cerebral, el hipocampo, el cuerpo estriado, el 

núcleo amigdalino y el cerebelo. 

 

En la Figura 4 vemos como en humanos, a lo largo de la vida, se incrementan los conocimientos, 

sobre todo a nivel del lenguaje, en parte debido a la experiencia adquirida con los años. Sin 

embargo, de forma paralela a este hecho, se produce un declive en los diferentes tipos de memoria 

a largo y corto plazo, acompañado por un deterioro en la velocidad de procesamiento (Glorioso y 

cols., 2011), como ya hemos comentado anteriormente.  

 

 
 

Figura 4. Efecto del envejecimiento en los diferentes tipos de memoria. Z-score es la medida de la distancia de la 

media en relación a la desviación estándar (Glorioso y cols., 2011). 

 

Aunque en la memoria y aprendizaje participan diferentes estructuras cerebrales, que ya hemos 

citado anteriormente, hay determinadas regiones que tienen un papel fundamental en la 

funcionalidad de estos procesos, estas son el hipocampo y el estriado. Por ello comentaremos 

brevemente algunas características de estas regiones en relación a los procesos cognitivos.  
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En la memoria y aprendizaje el hipocampo es una de las regiones más implicadas, con especial 

participación en la memoria espacial (Morris y cols., 1982). Está involucrado principalmente en 

la formación de mapas cognitivos detallados del contexto en el que se produce el aprendizaje 

(lugar de aprendizaje). Es una región rica en neuronas noradrenérgicas y serotonérgicas (Viljoen 

y cols., 2007; Berumen y cols., 2012). Se ha  demostrado que la función del hipocampo, se ve 

afectada con la edad, lo que origina deterioro en la memoria (Driscoll, 2005; Burke, 2006). En 

cambio, el cuerpo estriado dorsolateral es más importante para el aprendizaje y la elección de las 

acciones (Cook y Kesner, 1988; Brasted y cols., 1997), por lo tanto, se encarga de asociar los 

estímulos con las respuestas a estos (aprendizaje de respuesta). El estriado es una región rica en 

neuronas dopaminérgicas  y serotonérgicas (George y cols., 1994; Phillips, 2003). El hipocampo 

y el cuerpo estriado pueden funcionar en paralelo como parte de un sistema dinámico de memoria 

con el objetivo de optimizar el comportamiento basado en experiencias anteriores (Kim y Baxter, 

2001; Poldrack y Packard, 2003). 

El declive cognitivo y motor que se produce durante el envejecimiento es en parte debido a 

cambios a nivel estructural y neurofisiológico, que conllevan a una pérdida de eficacia en la 

neurotransmisión (Randall y cols., 2012). A continuación comentaremos las características 

estructurales y neurofisiológicas más destacadas durante el proceso de envejecimiento. 

1.1.5.2 Caracteristicas estructurales 

Durante el envejecimiento, se producen cambios en la morfología de las neuronas (Burke y cols., 

2006). Estos cambios morfológicos consisten en cambios en el tamaño del soma neuronal, pérdida 

y/o deterioro de dendritas y espinas dendríticas, que dan lugar a cambios en las sinapsis (Hedden 

y cols., 2004, Zindler y cols., 2010; Chen y cols., 1995; Wong y cols., 1998). Los axones sufren 

una desmielinización, provocando alteración de la conductividad neuronal (Rizzo y cols., 2015). 

También en las neuronas hay alteraciones en la densidad de receptores para neurotrasmisores 

(Rizzo y cols., 2015). A pesar de todo esto y en contraste con la idea de que con la edad existe 

una pérdida neuronal irreversible, hace unos 40 años se ha demostrado que en áreas específicas 

del cerebro las neuronas son continuamente regeneradas a partir de células madre indiferenciadas. 

El  problema es que existe un punto en el que los daños ocasionados por el envejecimiento o las 

enfermedades neurodegenerativas son mayores que la capacidad regeneradora del tejido neuronal 

(Zindler y cols., 2010). 

El envejecimiento también provoca alteraciones sobre la neuroglia, sin observarse cambios 

importantes en el número total de células (Pakkenberg y cols., 1997). Al parecer los 

oligodendrocitos y las células de la microglia son las células principalmente afectadas por el 
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envejecimiento, siendo los oligodendrocitos los más suceptibles debido a los cambios 

morfológicos que sufren en las capas de mielina (Peters, 2002). 

También  se observan cambios en la barrera hematoencefálica (BBB) durante el envejecimiento. 

La BBB es el mayor modulador del transporte de nutrientes entre el sistema circulatorio y el 

sistema nervioso central (SNC), evitando el paso de sustancias tóxicas al SNC. De esta forma las 

alteraciones que se producen en el sistema circulatorio debidas a la edad como puenden ser 

hipertensión, cambios en el diámetro y permeabilidad de los capilares, isquemias 

cerebrovasculares, y cambios  histológicos en la vascularidad del cerebro, afectan el paso de 

sustancias y nutrientes al cerebro. Todo esto provoca una disminución en el flujo sanguíneo al 

cerebro y en particular en el flujo de glucosa (Donahue y cols., 2008). 

Como comentaremos a continuación algunos de estos cambios estructurales se traducen en 

cambios neurofisiológicos que afectarán a la comunicación neuronal y por tanto a las funciones 

cognitivas y motoras (Rizzo y cols., 2015). 

1.1.5.3 Caracteristicas neurofisiológicas 

El envejecimiento genera alteraciones en la estructura de las neuronas, lo que afecta a las fases de 

los potenciales de acción y a la velocidad de conducción de estos, así como a la expresión de los 

canales de Na+, K+ y Ca2+  y a la respuesta a neurotransmisores. En conjunto estas modificaciones 

se traducen en cambios en las sinapsis y la plasticidad neuronal, causando deterioro cognitivo y 

motor (Fieber y cols., 2010; Moroz y Kohn, 2010; Akhmedov y cols., 2013; Kadakkuzha y cols., 

2013; Sibille y cols., 2013; Kempsell y Fieber, 2015). Estos cambios están acompañados por 

alteraciones en los sistemas de síntesis y metabolismo de neurotransmisores monoaminérgicos en 

el cerebro (Esteban y cols., 2010 a y b, Moranta y cols., 2014) y en otros sistemas de 

neurotransmisión como el sistema colinérgico, cuyo principal neurotransmisor es la acetilcolina, 

que tiene funciones relacionadas con los procesos de recompensa y en la memoria (Millan y cols., 

2004). A continuación se explicará la influencia del envejecimiento en los principales sistemas 

de neurotransmisión monoaminérgicos implicados en los procesos cognitivos y motores. 

1.1.6 Influencia del envejecimiento en los sistemas de neurotransmisión monoaminérgicos 

involucrados en los procesos cognitivos 

Los neurotransmisores monoaminérgicos están involucrados en muchas funciones en el cerebro, 

que cambian durante el envejecimiento (Esteban y cols., 2010 a y b; Moranta y cols., 2014). 

Algunas regiones cerebrales como la corteza prefontal, hipocampo y cuerpo estriado están 

inervadas por aferentes monoaminérgicos. La memoria y aprendizaje están modulados por estas 
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estructuras por lo que una alteración de las funciones de estas vías de neurotransmisión pueden 

resultar en cambios a nivel cognitivo (González-Burgos y cols., 2009). El sistema 

monoaminérgico está formado por neurotransmisores y neuromoduladores de tipo monoaminas, 

cuya estructura química consiste en un anillo aromático conectado a grupo amino. Todas las 

monoaminas derivan de aminoácidos aromáticos como la fenilalanina, tirosina o triptófano. 

Dentro del grupo de las monoaminas se encuentran las catecolaminas que son la dopamina (DA), 

la noradrenalina (NA) y la adrenalina; las indolaminas como la 5-hidroxitriptamina (5-HT; 

serotonina) y la imidazolamina como la histamina (Carlsson, 1987).  Además de tener actividad 

neurotransmisora, poseen actividad neuromoduladora. Lo anterior significa que pueden ejercer 

una influencia directa o indirecta sobre la excitabilidad de las neuronas a las que estimulan 

(González-Burgos y cols., 2009). A continuación explicaremos de forma resumida las principales 

características de los sistemas de neurotransmisión catecolaminérgico y serotonérgico, que son 

sistemas que están directamente implicados en la funcionalidad de los procesos cognitivos y 

motores. 

 

1.1.6.1 Función del sistema catecolaminérgico en los procesos de memoria y aprendizaje. 

Influencia del envejecimiento 

 

El sistema catecolaminérgico está formado por el sistema noradrenérgico y el sistema 

dopaminérgico. Estos sistemas sintetizan los neurotransmisores noradrenalina (NA) y dopamina 

(DA) a partir de la tirosina. La tirosina hidroxilasa (TH, E.C. 1.14.16.2) es la enzima limitante de 

la vía de síntesis de catecolaminas, cataliza la conversión de la L-tirosina en 3,4-

dihidroxifenilalanina (DOPA), paso inicial en la biosíntesis de catecolaminas. La enzima se activa 

por fosforilación, que puede ser provocada por proteínas quinasas dependientes de adenosín 

monofosfato cíclico (AMPc) o de Ca2+. La DOPA es descarboxilada de forma rápida por la 

enzima descarboxilasa de L-aminoácidos aromáticos (AADC) para formar DA y ésta 

posteriormente es transformada en NA (Fernstrom y cols., 2007) (Figura 5).  

 

Debido a que la TH cataliza la reacción inicial y autolimitante en la biosíntesis de DA, NA y 

adrenalina, los niveles tisulares de catecolaminas están determinados en gran medida, por la 

actividad de esta enzima. Entre las sustancias que pueden modular la actividad del enzima TH se 

encuentran tanto substratos, cofactores, productos de reacción, iones como Fe, y distintos 

neurotransmisores, así como diversos fármacos. Además, la actividad de TH también se regula 

en respuesta a modificaciones en el flujo de impulsos nerviosos, así el aumento del flujo de 

impulsos conlleva a una mayor liberación y metabolización del neurotransmisor, lo cual 

produciría el vaciamiento de un depósito de NA que ejerce de regulador, accesible a la TH, 
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mientras que en los períodos de reposo, en los que la utilización de este neurotransmisor 

disminuye, la NA se acumularía disminuyendo la actividad TH (Weiner, 1970; Fillenz, 1990). 

 

 

 Figura 5. Esquema de la síntesis de catecolaminas. 

 

Sistema noradrenérgico  

 

El sistema noradrenérgico está compuesto por neuronas noradrenérgicas que sintetizan NA a 

partir de la tirosina, que se libera en las terminaciones nerviosas de múltiples regiones cerebrales 

incluido el hipocampo. En la Figura 6 vemos la organización del sistema noradrenérgico en el 

cerebro de rata (Swanson y Hartman, 1975). El sistema noradrenérgico se relaciona con los 

estados de activación del organismo, por lo que desempeña una función muy importante a nivel 

del SNC en la regulación de la vigilia, potencia el aprendizaje espacial y la memoria, regula la 

actividad motora y ciertos estados afectivos. Por ello una disminución de NA cerebral se 

correlaciona con depresión. Así, el sistema noradrenérgico es importante en las funciones 

cognitivas (ver revisión de Chamberlain y Robbins, 2013) como son el procesamiento de nueva 

información y la exploración de novedades  (Delini-Stula y cols., 1984), lo cual requiere un 

incremento de la actividad noradrenérgica debida a la activación del locus coeruleus (Sara y 

cols.,1994; Vankov y cols., 1995) y a un aumento de la liberación de NA en el hipocampo (Lemon 

y cols., 2009; Sara y cols., 1994). A su vez la NA sirve de neurotransmisor en el sistema nervioso 

autónomo (SNA), y en las fibras postganglionares del sistema nervioso simpático (McCorry, 

2007).  
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Figura 6. Organización del sistema 

noradrenérgico en el cerebro de rata. 

El núcleo noradrenérgico más 

importante es el locus coeruleus, del 

que parte una vía ascendente 

principal (hacia el tálamo, los 

tuberculos olfatorios, la corteza 

cerebral y el hipocampo), una vía 

hacia el cerebelo y otra vía 

descendente hacia la médula espinal. 

En el área tegmental lateral se 

originan vías ascendentes hacia el 

hipotálamo y decendentes hacia la 

médula espinal (George y cols., 

1994). 

 

La NA es reconocida por diferentes tipos de receptores entre ellos los receptores adrenérgicos  

y  que pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteínas G. Así, la NA induce 

respuestas en las neuronas postsinápticas a través de sistemas de segundos mensajeros mediados 

por proteínas G (Schatzberg y Nemeroff, 2006). Los receptores adrenérgicos  y presentan dos 

subtipos: receptores adrenérgicos 1 y 2, y receptores adrenérgicos 1 y 2 (Cerdarbaum y cols., 

1977). Todos estos receptores muestran una amplia distribución en la corteza cerebral, y en 

distintas regiones del tálamo, el hipotálamo, el estriado, el hipocampo y la corteza cerebral 

(Young y cols., 1980; Reznikoff y cols., 1986). 

Los niveles de NA se ven reducidos significativamente con la edad debido en parte a pérdida de 

neuronas en el locus coeruleus (Mann y cols., 1983; Marcyniuk y cols., 1986) y a disminución de 

actividad de la enzima TH (Esteban y cols., 2010 a y b, Moranta y cols., 2014). También 

disminuyen en el cerebelo y se ha relacionado este fenómeno con problemas a nivel motor 

(Bickford, 1993; Gould y Bickford, 1996) y de aprendizaje espacial (Collier y cols., 2004), y en 

patologías neurodegenerativas como el Alzheimer (Gannon y cols., 2015).  

Sistema dopaminérgico 

 

La DA se sintetiza a partir de la tirosina y se encuentra ampliamente distribuida en regiones 

cerebrales involucradas estrechamente con los procesos de aprendizaje y memoria, así como con 

el control motor (Nieoullon A, 2002; Garret y cols., 2015). En la Figura 7 se puede observar la 

organización del sistema dopaminérgico en el cerebro de rata. La actividad de la DA es mediada 

por dos familias de receptores acoplados a segundos mensajeros, la familia D1 que agrupa a los 

receptores D1 y D5, y la familia D2 que incluye a los receptores D2, D3 y D4 (Misale y cols., 
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1998). El subtipo D1 es el receptor dopaminérgico más abundante (Jackson y Westlind-

Danielsson, 1994). Se encuentra densamente distribuido en regiones de relevancia cognitiva tales 

como el neoestriado, núcleo accumbens, amígdala, núcleo subtalámico, sustancia negra y 

cerebelo y en concentraciones moderadas en la corteza cerebral frontal, tálamo, globo pálido y 

formación hipocampal. De la familia de receptores D2, se ha detectado una alta densidad del 

subtipo D2 en neuronas GABAérgicas del neoestriado, formación hipocampal y núcleo 

accumbens, y en cantidades moderadas en la sustancia negra, corteza cerebral prefrontal, globo 

pálido, amígdala y tálamo (Jackson y Westlind- Danielsson, 1994). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Organización del sistema 

dopaminérgico en el cerebro de rata. El 

sistema nigroestriado conecta la sustancia 

negra con el caudado-putamen. El sistema 

mesocorticolímbico esta formado por 

neuronas que van desde el área del 

tegmento ventral hasta el núcleo 

accumbens y hasta la corteza cerebral. El 

sistema tuberoinfundibular comunica el 

núcleo arqueado del hipotálamo con la 

hipòfisis (George y cols, 1994). 

 

 

La transmisión dopaminérgica resulta crucial en la memoria del trabajo (Arnsten y Li, 2005), en 

la que interviene la corteza prefrontal (Luciana y Collins, 1997), así como en diferentes procesos 

cognitivos que implican al hipocampo (Li y cols., 2003; Manahan-Vaughan y cols., 2003; Lemon 

y cols., 2006), jugando un papel importante tanto los receptores del subtipo D1 (Williams y 

Golman-Rakic, 1995, Seamans y cols., 1998) como del subtipo D2 (Wilkerson y Levin, 1999).  

 

Existen estudios que indican que una disminución de DA produce deterioro en el desempeño de 

la memoria de trabajo (Brozoski y cols., 1979), observándose una correlación negativa entre los 

niveles de DA y el número de errores cometidos en las pruebas de memoria que utilizan el 

laberinto en T (Sahakian y cols., 1985). Por otro lado, la liberación de DA se incrementa en la 

corteza prefrontal, núcleo accumbens y estriado dorsal cuando la recompensa es contingente con 

el aprendizaje (Stefani y Moghaddam, 2006; O’Neill y Brown, 2006). Algunos circuitos neurales 

entre la corteza prefrontal, la formación hipocampal y diversas regiones del cuerpo estriado, están 

relacionados con la conducta de búsqueda basada en la memoria; y son modulados por un aumento 

de la liberación de DA en dichas regiones (Phillips y cols., 2003). Así, la DA liberada modula la 
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entrada de información biológicamente significativa procedente de la corteza prefrontal 

(atención), del hipocampo (contexto espacial) y de la amígdala (motivación); mediante receptores 

D1, cuya función es mantener un estado bajo de actividad neuronal. Cuando la neurona se 

despolariza tras la excitación sostenida mediada por las aferencias corticales, hipocampales y 

amigdalinas, el receptor D2 (que es excitador) contribuye a sostener dicho efecto despolarizante 

estabilizando un estado alto de actividad facilitando la generación del potencial de acción 

subyacente al envío de la información hacia zonas motoras relacionadas, entre las que se 

encuentran la corteza cerebral, globo pálido, tálamo y el núcleo accumbens (Fernández-Espejo, 

2000). Así, la adquisición o en su caso la extinción de condicionamientos aversivos o apetitivos 

estarían moduladas por actividad dopaminérgica mediada por los receptores D1 y D2. 

 

El sistema dopaminérgico también tiene grandes implicaciones en las disfunciones cognitivas y 

motoras relacionadas con la edad (Kaasinen y Rinne, 2002). Esto es debido a que las personas de 

edad tienen niveles absolutos de DA inferiores (Carlsson y Winblad, 1976; Garnett y cols., 1983). 

Además, se produce una reducción de los receptores de DA (Suhara y cols., 1991; Inoue y cols., 

2001; Kaasinen y cols., 2002) y de los transportadores de DA (Van Dyck y cols., 1995; Rinne y 

cols., 1998; Volkow y cols., 1998) cuando comparamos jóvenes y adultos. Dado el papel que 

juega la memoria en la adquisición de habilidades motoras, los deficits cognitivos asociados a la 

degeneración dopaminérgica pueden contribuir a la disfunción motora (Seidler y cols., 2010). 

 

1.1.6.2 Función del sistema serotonérgico en los procesos de memoria y aprendizaje. 

Influencia del envejecimiento 

 

La serotonina (5-HT) es sintetizada a partir del triptófano procedente de la dieta. La enzima 

triptófano hidroxilasa (TPH, EC 1.14.16.4, L-triptófano-5- monooxigenasa) transforma el 

triptófano en 5-hidroxitriptófano (5-HTP). Esta enzima se encuentra sólo en el citoplasma de 

células serotonérgicas. El 5-HTP es rápidamente descarboxilado y transformado en 5-HT por la 

enzima descarboxilasa de aminoácidos L-aromáticos (Lovenberg y cols., 1962) (Figura 8). En 

condiciones fisiológicas, esta enzima no se encuentra saturada por el substrato, por lo que la 

formación de 5-HT en el cerebro se ve afectada por cambios en la disponibilidad de triptófano, 

ya que el paso de triptófano a 5-HTP es limitante de la síntesis de 5-HT (Young y Gauthier, 1981). 

La actividad neuronal también puede regular la síntesis de 5-HT. Así, aumentará la síntesis de 

manera dependiente a la estimulación somática de las neuronas serotonérgicas (Eccleston y cols., 

1970; Shields y Eccleston, 1972; Hamon y Glowinski, 1974). Aunque en condiciones fisiológicas 

la concentración de 5-HT no regula la actividad de la TPH, en ciertas condiciones experimentales, 

como tras un tratamiento con determinados fármacos que aumente la concentración de 5-HT, si 

que provocará una inhibición de la síntesis de 5-HT (Hamon y cols., 1973); ya que las 
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monoaminas liberadas al espacio sináptico participan en la regulación de la propia síntesis de 

neurotransmisor por parte de la neurona liberadora, a través de la interacción con receptores 

presinápticos que modulan la actividad TPH, que es el paso limitante de la síntesis. 

 

 

 

Figura 8. Esquema de la síntesis de serotonina. 

 

La 5-HT se sintetiza y se libera en las terminaciones nerviosas de múltiples regiones del cerebro 

tales como el hipocampo y el cuerpo estriado, que están implicadas en la organización de diversos 

procesos cognitivos, incluyendo el aprendizaje y la memoria (González-Burgos, 2009, Zhang y 

cols., 2015). Se ha visto que la restricción de triptófano y por tanto, la reducción de 5-HT producen 

deterioro de la memoria de corto plazo y en la memoria espacial (Olvera-Cortés y cols., 1998; 

Schmitt y cols., 2000; Van der Veen y cols., 2006; Hritcu y cols., 2007). En la Figura 9 se puede 

ver la organización del sistema serotonérgico en el cerebro de rata. 

 

 

 

 

Figura 9. Organización del 

sistema serotonérgico en el 

cerebro de rata. Los núcleos 

serotoninérgicos caudales (B1-

B3) contienen neuronas que se 

proyectan hacia la médula 

espinal. En los núcleos B4-B9 se 

localizan neuronas que se 

proyectan hacia el hipotálamo, el 

tálamo, el caudado-putamen, la 

corteza cerebral y el hipocampo 

(George y cols., 1994). 
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Al igual que cualquier otro neurotransmisor, la actividad de la 5-HT está mediada por receptores 

específicos. Los efectos sinápticos y fisiológicos de las sinapsis serotonérgicas dependen del tipo 

de receptor que resulte estimulado en una sinapsis dada, así como de la posible interacción que se 

establezca entre los propios terminales serotonérgicos y otros sistemas de neurotransmisión tales 

como el sistema colinérgico en hipocampo, corteza y estriado, en donde ambos sistemas cooperan 

en la regulación de las funciones cognitivas (Cassel y Jeltsch, 1995). 

 

La familia de receptores de 5-HT consiste en 20 miembros divididos en siete clases que, a su vez, 

se pueden subdividir en subtipos (Barnes y Sharp, 1999; Menéses, 1999). La mayoría han sido 

localizados en áreas relacionadas con aprendizaje y memoria, tales como el hipocampo, el 

estriado,  la amígdala y la corteza cerebral (Meltzer y cols., 1998). La lesión de vías serotonérgicas 

en hipocampo provoca deficiencias en la memoria de referencia de ratas, al ser evaluadas en el 

laberinto acuático de Morris (Sprague y cols., 2003). También se ha descrito que el bloqueo 

postsináptico del receptor 5HT1A favorece el desempeño eficiente de la capacidad de retención 

y memoria de trabajo espacial y de referencia no espacial mediante un efecto facilitador de la 

liberación de acetilcolina (Millan y cols., 2004). Diversas regiones del cuerpo estriado poseen 

densidades diferentes de receptores de 5-HT (Barnes y Sharp, 1999). La 5-HT estriatal está 

involucrada en la consolidación de la información relacionada con el aprendizaje. El cuerpo 

estriado está en particular involucrado en la organización del aprendizaje y memoria que evocan 

respuestas condicionadas, así como en la memoria de procedimiento (Sweatt, 2003).  

En el envejecimiento los niveles de 5-HT se ven reducidos significativamente debido en parte a 

una disminuación de la actividad de la enzima TPH, lo que también se relaciona con problemas a 

nivel cognitivo (Esteban y cols., 2010 a y b, Moranta y cols., 2014, Sarubbo y cols., 2015). 

1.1.7 Neuroinflamación y envejecimiento 

 

Durante el envejecimiento en el cerebro aparte de tener lugar las alteraciones comentadas 

anteriormente a nivel estructural y neurofisiológico, también se produce una alteración del sistema 

inmune dando lugar a procesos de inflamación, que será lo que comentaremos a continuación. 

  

Una amplia variedad de estudios han puesto en evidencia la activación del sistema inmunitario 

durante el proceso de envejecimiento en mamíferos, este fenómeno se denomina inflammaging 

(inflamación asociada al envejecimiento). Se refiere a un fenotipo proinflamatorio que acompaña 

al envejecimiento en los mamíferos (Salminen y cols., 2008 a y b). Este fenotipo puede ser 

consecuencia de múltiples causas, tales como la acumulación de daño en los tejidos, la ineficacia 

del sistema inmune frente a la defensa contra patógenos y células huésped disfuncionales, la 
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propensión de las células senescentes para secretar citoquinas proinflamatorias, el aumento de la 

activación de la vía de señalización del factor nuclear kappa B (NF-kB) o la aparición de una 

respuesta defectuosa de autofagia (Salminen y cols., 2012 a, b y c).  

 

A mediados del siglo XIX, Rudolf Virchow describió por primera vez un tejido conectivo en el 

cerebro y la médula espinal, al que llamó Nervenkitt (pegamento neuronal) (Somjen, 1988). 

Posteriormente pasó a llamarse células de la neuroglia, compuestos por células de la macroglia y 

microglia, y se les atribuyó una función de soporte en el tejido nervioso. Sin embargo, en las 

últimas décadas su función se ha vuelto a evaluar, y se ha visto que las células de la microglia 

tienen una función inmunitaria en el SNC, y que tienen similares funciones que los macrófagos 

periféricos (Kreutzberg, 1996). Siendo células inmunitarias, su principal función es defender el 

organismo frente a la agresión de patógenos, promoviendo la repación del tejido y facilitando la 

homeostasis rodeando neuronas y astrocitos (Glass y cols., 2010, Spencer y cols., 2012). Sin 

embargo, la activación descontrolada de la microglia da lugar a la producción de factores que 

contribuyen al daño neuronal, como son las citoquinas (interleuquina-1IL-1, factor de 

necrosis tumoral (TNF-)) (Gibbons y Dragunow, 2006), ROS (Wang y cols., 2006) y glutamato 

(Takeuchi y cols., 2006). Cuando se activa la microglia, activa el inflamasoma NLRP3 y las vías 

proinflamatorias como la vía de la proteína quinasa B (Akt) que activa mTOR, la vía de las 

proteína quinasas activadas por mitógenos (MAPK), la vía de quinasas c-Jun N-terminal (JNK), 

y la vía de señalización de NF-B (Spencer y cols., 2012), que conducen a una mayor producción 

de citoquinas proinflamatorias tales como IL-1, interferones y TNF- que es una de las 

principales señales inflamatorias en el cerebro (Mrak y Griffin, 2005; Green y cols., 2011; 

Salminen y cols., 2012 b y c). La inflamación excesiva se considera un factor crítico en la 

patogénesis de enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer o la enfermedad de 

Parkinson, ya que en esta situación hay un aumento de estrés oxidativo, donde se liberan radicales 

libres como los radicales superóxido y óxido nítrico (NO), todas estas moléculas generan una 

retroalimentación positiva generando un aumento del daño oxidativo (Spencer y cols., 2012). 

Además, esta cascada de eventos culminan con el daño neuronal, por ejemplo se altera la 

integridad de las sinapsis porque se alteran proteínas esenciales post y presinápticas como la 

drebrina y la sinaptofisina, lo que puede dar lugar a un declive cognitivo y a enfermedades 

neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Alzheimer (Rao y cols., 

2012; Spencer y cols., 2012). Por último, cuando la inflamación es excesiva pude llegar a generar 

muerte neuronal por apoptosis (MacEwan, 2002; Taylor y cols., 2005). 

 

 



Introducción 

 

23 

 

A continuación se explicarán las siguientes vías de señalización implicadas en inflamación 

durante el envejecimiento: 1) la vía de NF-B (Spencer y cols., 2012), 2) la actividad de la vía de 

señalización por quinasas mitogenicas MAPK (Bhat y cols., 1998; Culbert y cols., 2006, Spencer 

y cols., 2009 a) y 3) la vía de señalización PI3K/Akt/mTOR, que a pesar de no ser un activador 

directo de los procesos de inflamación actúa sobre vías de señalización que están implicadas en 

inflamación (Song y cols., 2005).  

 

1) Vía de señalización de NF-B: NF-B está formado por un complejo heterodimérico formado 

por p50/p52 y p65 (Baldwin y cols., 1996). Como se puede ver en la Figura 10 en el citoplasma, 

el dimero de NF-B se une con la proteína inhibitoria IB y de esta forma todo el complejo está 

inactivo. Los ROS y otras moléculas activan proteínas quinasas que fosforilan IB. De forma que 

IB fosforilada se separa del complejo NF-B, activándolo y permitiendo que se transfiera al 

núcleo, una vez entrado en el núcleo p65 se acetila en la lisina 310 así como se fosforila lo que 

permite la transcripción de genes (Yeung y cols., 2004).  

 

El regulador principal de la inmunidad innata es el sistema NF-B (Friedman y cols., 2002). El 

papel de NF-B es importante en la defensa del organismo ya que es un sistema que responde a 

daños medioambientales y a su vez  organiza las defensas celulares (Karin y cols., 2002; Perkins 

y cols., 2007). Sin embargo, la sobreactivación de la vía de NF-B es uno de los signos 

transcripcionales del envejecimiento, así por ejemplo se ha visto que la expresión condicional de 

un inhibidor de NF-B en la piel envejecida de ratones transgénicos provoca  el rejuvenecimiento 

fenotípico de este tejido (Adler y cols., 2007). Del mismo modo, la inhibición genética y 

farmacológica de la señalización de NF-B evita características asociadas a la edad en diferentes 

modelos de envejecimiento acelerado en ratones (Osorio y cols., 2012; Tilstra y cols., 2012). Un 

nuevo enlace entre la inflamación y el envejecimiento deriva del reciente descubrimiento de que 

las respuestas inflamatorias y el estrés activan NF-B en el hipotálamo e inducen una vía de 

señalización que resulta en reducción de la producción de hormona liberadora de gonadotropina 

(GnRH) por las neuronas (Zhang y cols., 2013). Esta disminución de la GnRH puede contribuir a 

numerosos cambios relacionados con el envejecimiento tales como fragilidad ósea, debilidad 

muscular, atrofia de la piel y la reducción de la neurogénesis. Estos hallazgos sugieren que el 

hipotálamo puede modular el envejecimiento mediante la integración de las respuestas 

inflamatorias impulsadas por NF-B mediado con efectos neuroendocrinos de GnRH. Además 

hay que tener en cuenta que la activación de la vía de señalización de NF-B puede ser regulada 

por proteínas como SIRT1 que puede inhibir la señal de NF-B, desacetilando la subunidad 

RelA/p65 en la lisina 310, disminuyendo el proceso de inflamación en el envejecimiento 

(Oeckinghaus y cols., 2009). Por lo que activadores de SIRT1 como son algunos polifenoles 
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pueden regular los procesos de inflamación (se profundizará sobre este punto en el apartado 1.2.2 

Mecanismo de acción de las sirtuínas y su relación con los polifenoles) (Rice-Evans y cols., 1996; 

Santangelo y cols., 2007; Spencer 2009 a, b y 2010). 

 

 

 

Figura 10. Vía de señalización de NF-B. Relación con otras proteínas como SIRT1, que desacetila la subunidad 

RelA/p65 en la lisina 310, impidiendo la activación de la transcripción de genes proinflamatorios. Los polifenoles como 

el resveratrol y la quercetina pueden incrementar la actividad de SIRT1 provocando una represión de la inflamación. 

 

2) Via de señalización de MAPK: las MAPK incluyen la señalización intracelular regulada por 

quinasas (MEK1/2, ERK1/2, JNK1/2/3, y p38 quinasa), que son importantes en la transducción 

de señales extracelulares en las respuestas celulares. Frente a señales externas como son las 

citoquinas proinflamatorias, entre otros factores, se genera una cascada de señalización 

intracelular, en la cual la activación de estas quinasas conduce a la fosforilación de proteínas 

citosólicas y nucleares (Bhat y cols., 1998; Culbert y cols., 2006, Spencer y cols., 2009 a). Entre 

las proteínas nucleares activadas por estas vías se encuentran los factores de transcripción STAT, 

NF-B, CREB, c-jun, (Chang y Karin, 2001) que regulan la expresión de genes que conducen a 

un incremento en la expresión de moléculas inflamatoria como NO, citoquinas y cicloxigenasa 

(COX). Todo ello conduce a un incremento de la inflamación, que en última instancia puede 

provocar daño celular y tisular (Figura 11).  

 

3) Vía de señalización PI3K/Akt y su relación con NF-B y mTOR: como ya hemos mencionado 

Akt, es una serina/treonina quinasa  también conocida como proteína quinasa B (PKB), que está 

implicada en inflamación y en regulación de la autofagia por medio de modular la actividad de 

mTOR (Song y cols., 2005). Además, Akt interacciona con otras vías implicadas en inflamación, 
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como la vía de NF-B. Akt puede fosforilar IB y provocar así su degradación, con ello se libera 

NF-kB, que entonces puede migrar al núcleo y activar la transcripción de genes (Oeckinghaus y 

cols., 2009).  

 

La activación de la vía de PI3K/Akt regula la actividad de mTOR, que es una serina/treonina 

quinasa que se presenta en forma de dos complejos multiprotéicos mTOR1 y mTOR2. mTOR 

tiene múltiples funciones como controlar la autofagia, el crecimiento celular, la longevidad y la 

agregación de proteínas que influyen en enfermedades neurodegenerativas relacionadas con el 

envejecimiento (Bishop y cols., 2010). La autofagia es un proceso catabólico regulado de 

supervivencia celular cuyo objetivo es eliminar los orgánulos envejecidos o dañados, las proteínas 

mal plegadas, los agregados proteicos y los patógenos. Durante la autofagia los elementos 

perjudiciales para la supervivencia celular son encapsulados en una doble membrana que 

posteriormente se fusionará con el lisosoma que será el encargado de eliminarlos (Glick y cols., 

2010). Así se elimina el daño y se reciclan los componentes celulares, para producir energía o 

para ser utilizados en otras reacciones bioquímicas (Yang y cols., 2014). Es un proceso importante 

en los procesos de inflamación y en respuesta a señales de estrés, de esta forma tiene un papel 

clave evitando la neurodegeneración (Glick y cols., 2010). El complejo mTOR1 inhibe la 

autofagia a través de la proteína S6 quinasa 1 (S6K1) y el factor de iniciación 4E-unido a proteína 

1 (4E-BP1) (Ma y cols., 2009). La inflamación genera una desregulación en el proceso de 

autofagia, ya que afecta vías de señalización como la de mTOR, implicada en este proceso (Yang 

y cols., 2014). Durante el envejecimiento se produce una sobreactivación de mTOR y por tanto 

una inhibición de la autofagia, que es una de las causas que favorecen la aparición de 

enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer y Parkinson (Maiese y cols., 2013; Troca-

Marín y cols., 2011). Se ha visto que en el organismo en general, señales bajas de mTOR 

incrementan la autofagia favoreciendo la longevidad. Sin embargo, la activación de forma 

adecuada de mTOR es indispensable para la morfogénesis de las dendritas, la plasticidad 

sináptica, y la consolidación de la memoria a largo plazo (Urbanska y cols., 2012; Yang y cols., 

2008). Así por ejemplo en el hipocampo la inhibición de Akt debido al envejecimiento, provoca 

inactivación de la vía de señalización de mTOR, que también causa un déficit en los procesos de 

autofagia y ello origina deterioro a nivel cognitivo (Yang y cols., 2014). Por este motivo, aunque 

las implicaciones de mTOR en enfermedades neurodegenerativas han sido ampliamente 

estudiadas se debe investigar más sobre el papel de mTOR durante el envejecimiento (Maiese y 

cols., 2013; Troca-Marín y cols., 2011). Además se debe tener en cuenta que mTOR es uno, pero 

no el único factor que regula la autofagia, algunos ejemplos: SIRT1 inhibe mTOR (Guo y cols., 

2011) y también desacetila Akt promoviendo el desarrollo axonal (Li y cols., 2013), también la 

vía de señalización de NF-B regula mTOR, ya que como hemos explicado NF-B está 

relacionado con Akt (Yang y cols., 2014). 
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En la Figura 11 podemos ver un esquema donde se resumen algunas de las interrelaciones entre 

estas proteínas y vías de señalización implicadas en envejecimiento e inflamación en el cerebro. 

 

 

 

 

 

Figura 11. Esquema de las principales vías implicadas en inflamación y autofagia durante el envejecimiento. Cuando 

los astrocitos y la microglia se activan por señales de estrés como citoquinas y ROS, entre otros, activan vías de 

señalización intracelulares, como la vía de las MAPK o NF-B. También pueden activar la vía PI3K/Akt/mTOR, 

aunque también existen otros activadores de esta vía como quimioquinas y factores de crecimiento entre otros.  MAPK 

y NF-kB activan directamente los procesos inflamatorios. La vía PI3K/Akt/mTOR está implicada en autofagia y 

proteínas como SIRT1 inhiben mTOR regulando la autofagia. Además la vía PI3K/Akt/mTOR puede actuar sobre vías 

de señalización implicadas en inflamación, así como ser activado por estas. Esta cascada de eventos intracelulares da 

como resultado un aumento en la producción de citoquinas y ROS que pueden generar inflamación, daño tisular y 

apoptosis.   
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1.2 ANTIOXIDANTES EN LA PREVENCIÓN DEL ENVEJECIMIENTO CEREBRAL 

 

Tal como se ha comentado anteriormente, se considera que el estrés oxidativo puede ser una causa 

originaria del envejecimiento y de la aparición de enfermedades neurodegenerativas. De esta 

manera, se asocia el envejecimiento cerebral con un desequilibrio progresivo entre las defensas 

antioxidantes y las concentraciones intracelulares de ROS (Reiter, 1998 a y b). Además, el declive 

cognitivo que acompaña al envejecimiento se correlaciona con una disminución de la 

concentración de antioxidantes a nivel cerebral (Berr, 2000) y en suero (Rinaldi y cols., 2003). 

Por esta razón, se ha sugerido la utilización de antioxidantes como posible tratamiento protector 

frente al envejecimiento (Gómez-Pinilla y cols., 2012). Un antioxidante se puede definir como 

cualquier sustancia que retrase, prevenga o elimine el daño oxidativo provocado por ROS en una 

molécula diana (Halliwell, 1997). Los antioxidantes pueden ser moléculas complejas como la 

enzima superóxido dismutasa o moléculas sencillas como el ácido úrico. Con la aparición de la 

teoría del estrés oxidativo comenzaron muchas líneas de investigación que intentaron discernir el 

posible papel de los antioxidantes en la prevención del estrés oxidativo. Aunque no hay un 

consenso acerca de la efectividad in vivo de los antioxidantes y mucho menos acerca de su 

mecanismo de acción durante el envejecimiento, en el organismo no solo son importantes los 

antioxidantes endógenos,  ya que existen estudios que señalan que los antioxidantes de la dieta 

podían suprimir la expresión de algunos genes relacionados con el envejecimiento cerebral en 

ratones (Liu y cols., 2002) o reducir el deterioro cognitivo previniendo el daño oxidativo en el 

cerebro de ratas envejecidas (Lau y cols., 2005). Algunos estudios sugieren que los antioxidantes 

como la vitamina B, los ácidos grasos ω-3 (Coley y cols., 2015) y otras moléculas presentes en 

frutas y verduras, como los polifenoles, pueden prevenir el declive congnitivo disminuyendo el 

riesgo de sufrir enfermedades neurodegenerativas gracias a sus propiedades antioxidantes y 

antiinflamatorias (Joseph y cols., 2009). Dietas como la mediterránea, son ricas en estos 

compuestos (Huhn y cols., 2015), por lo que el estudio del impacto de estas moléculas a nivel 

cognitivo y molecular durante el envejecimiento, pueden ser útiles en la prevención del 

envejecimiento de forma natural. Por ejemplo, experimentos que utilizaron una suplementación 

dietética con extractos de fruta y verdura, mostraron una gran efectividad previniendo los efectos 

comportamentales deletéreos del envejecimiento tanto cognitivos como motores en ratas (Joseph 

y cols., 2009), así como previenen la aparición de patologías neurodegenerativas (Corredor, 

2006).  

 

Se pueden dividir los antioxidantes de acuerdo con su solubilidad en hidrosolubles y liposolubles. 

Los hidrosolubles son las vitaminas B y C (ácido ascórbico) o algunos polifenoles como los 

taninos hidrosolubles; los liposolubles son la vitamina E o tocoferol, la vitamina A, los 

carotenoides, algunas quinonas y la mayoría de polifenoles (Corredor, 2006).  
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A continuación haremos referencia al papel de los polifenoles como posibles moléculas con 

potencial para prevenir el envejecimiento.  

 

1.2.1 Polifenoles: clasificación y propiedades  

 

Los polifenoles son un grupo de sustancias químicas, sintetizados por las plantas como 

metabolitos secundarios y como fitoalexinas frente a patógenos (Pandey y cols., 2009). Se 

caracterizan por la presencia de más de un grupo fenol por molécula, entre los que podemos 

encontrar diferentes tipos de taninos, ligninas y flavonoides. Químicamente, se pueden clasificar 

en 10 grupos en función del número de anillos de fenol que contienen y los elementos 

estructurales unidos a los anillos. Dentro de estos 10 grupos, los flavonoides comprenden el grupo 

polifenólico más abundantes en frutas y verduras, tienen una estructura 2-fenil-1,4-benzopirona 

e incluyen 13 subgrupos, entre ellos se encuentran: antocianinas, isoflavonoides, flavonoles, 

flavanonas y flavonas (Gómez-Pinilla y cols., 2012). Otros dos grupos importantes de polifenoles 

son los estilbenos como el resveratrol y los lignanos o flavolignanos, como la silimarina (Nencini 

y cols., 2007).  

 

El conjunto de polifenoles constituye uno de los tipos de antioxidantes más abundantes en la dieta 

mediterránea (Manach y cols., 2004). En una dieta equilibrada de tipo mediterránea la ingesta 

total de polifenoles es aproximadamente 1 g/dia, una cantidad que es muy superior a la de otras 

clases de fitoquímicos y antioxidantes. Por este motivo se considera que el consumo de 

polifenoles en una dieta mediterránea normal puede llegar a ser 10 veces mayor que el consumo 

de vitamina C y hasta 100 veces mayor que el consumo de vitamina E (Scalbert y cols., 2000; 

Manach y cols., 2004). Algunos estudios sugieren que los polifenoles pueden alcanzar una 

concentración del orden de 1 nmol/g de tejido en el cerebro, en dietas ricas en polifenoles 

(Schaffer, 2012). Se encuentran en verduras y frutas, así como también en el té, el mate, el café, 

la cerveza, el vino (principalmente el tinto), el aceite de oliva, diferentes frutos secos, chocolate, 

cereales, etc (Scalbert y cols., 2005 a y b). Además, se ha sugerido un papel importante de los 

polifenoles en la limitación de los efectos del envejecimiento actuando como uno de los 

principales antioxidante capaces de reducir los daños oxidativos de lípidos, proteínas, 

carbohidratos y del ADN (Khurana y cols., 2013; Cirillo y cols., 2014). Afectan a una amplia 

gama de mecanismos en el cerebro que pueden ayudar al mantenimiento de la salud mental, así 

como a la recuperación de enfermedades neurodegenerativas (Gómez-Pinilla y cols., 2012). Estos 

polifenoles han demostrado capacidad neuroprotectora frente a las lesiones inducidas por 

neurotoxinas y tienen la capacidad de suprimir la neuroinflamación, posicionándose como posible 

terapias frente a enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer (Venigalla y cols., 2015). 

Sus efectos beneficiosos también incluyen un aumento de la activación de las vías de señalización 
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que inducen el aumento de la expresión de genes que codifican para enzimas antioxidantes y para 

proteínas protectoras (Vanzour, 2012). Además, diversos estudios experimentales en animales 

apoyan la importancia de los polifenoles en la prevención de enfermedades cardiovasculares, 

cánceres, enfermedades neurodegenerativas, diabetes o la osteoporosis (Scalbert y cols., 2005 b). 

Gran parte de la relevancia de los polifenoles en la protección del envejecimiento cerebral se debe 

a su capacidad de cruzar la BBB por ser moléculas lipofilicas (Abbott, 2010 y 2013). Se ha 

demostrado en una serie de estudios in vitro e in vivo en animales y humanos que los polifenoles 

tienen potencial para inhibir la neuroinflamación por medio de atenuar la activación de las vías 

de señalización intracelulares relacionadas directamente con los procesos inflamatorios como son 

la vía de señalización de MAPK y la vía de señalización de NF-B (Rice-Evans y cols., 1996; 

Santangelo y cols., 2007; Spencer 2009 a, b y 2010). De esta forma, regulan la liberación de 

citoquinas como TNF-(Rojanathammanee y cols., 2013), la expresión de óxido nítrico sintasa 

(iNOS) (Bhat y cols., 1998; Kaminska y cols., 2009; Wen y cols., 2011), la producción de NO, 

así como regulan la actividad de nicotinamida adenina dinucleotido deshidrogenasa (NADPH) y 

pueden quelar metales de transición como el hierro (Fe) (Levites y cols., 2002; Mandel y cols., 

2005 y 2006).  

 

En este trabajo se estudiaron los siguientes compuestos polifenólicos: resveratrol como 

representante de los estilbenos, silimarina en representación de los flavolignanos, y los 

flavonoides quercetina y naringenina.  

 

1.2.1.1 Resveratrol  

 

El resveratrol es un antioxidante polifenólico del tipo de los estilbenos. Fué aislado por primera 

vez en 1939 del eléboro blanco (Veratrum album, L. var. Grandiflorum Maxim. Ex Baker) 

(Takaoka, 1939). El nombre resveratrol proviene precisamente del nombre de la resina que genera 

la planta, el prefijo latín res significa que viene de y el sufijo ol hace referencia a la presencia de 

un grupo alcohol en su estructura (Borriello y cols., 2014). Hoy se conoce que está ampliamente 

distribuido en la naturaleza y sintetizado por diversas plantas (ej. Polygonum cuspidatum, Vitis 

vinífera, entre otros) como fitoalexina en respuesta a factores de estrés e infecciones externas 

(Tyihák y cols., 2011). En la tabla 1 se pueden observar algunos de los principales alimentos que 

contienen resveratrol y sus cantidades. Este compuesto tomó cierta relevancia debido al artículo 

publicado por Jang y colaboradores en 1997 en el que atribuyeron al resveratrol propiedades 

anticancerígenas tanto in vitro como in vivo. Además en 2003 Sinclair y colaboradores 

descubrieron que el resveratrol podía activar la proteína SIRT1, prolongando un 70 % la vida de 

levaduras. Un año más tarde, el mismo grupo consiguió prolongar la vida de gusanos y moscas 

utilizando el mismo método (Baur y Sinclair, 2006 a). Finalmente en 2006 demostraron que el 

resveratrol junto con una dieta baja en calorías aumentaba significativamente la supervivencia de 
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ratones de mediana edad (Sinclair y cols., 2006). En roedores, el resveratrol mejora la salud y 

previene la mortalidad precoz asociada a la obesidad (Baur y cols, 2010) y tiene efectos 

beneficiosos a nivel cardiovascular (Bauer y cols., 2006 a), reduce el deterioro que se produce 

con la edad a nivel del aparato digestivo y en los riñones (Cadenas y cols., 1999; Giovannini y 

cols., 2001), previene el cáncer de colon (Juan y cols., 2008) y tiene efectos positivos en la 

espermatogénesis (Juan y cols., 2005), aunque su mecanismo concreto de actuación es objeto de 

debate. En el caso de humanos el efecto del resveratrol es aún objeto de estudio, sin embargo en 

países como Estados Unidos es uno de los suplementos alimentarios que más se consumen 

(Hubbard y cols., 2014). Esto se debe a algunos estudios epidemiológicos que sugieren que el 

vino tinto, que es rico en resveratrol, tiene efectos beneficiosos sobre la salud como por ejemplo 

en la reducción del riesgo de demencia (Truelsen y cols., 2002). Se ha observado que en parte 

debido a la capacidad de atravesar la BBB el resveratrol tiene efectos neuroprotectores a nivel 

cerebral (Moriya y cols., 2011; Narita y cols., 2011; Liu y cols., 2011), se ha visto que la 

administración oral de resveratrol en ratas durante 28 días induce un incremento de la masa 

cerebral probablemente debido a un efecto neurotrófico (Smoliga y cols., 2011). 

 

Por este motivo en las últimas décadas, esta sustancia ha sido estudiada como potencial agente 

terapéutico y preventivo de numerosas enfermedades. En síntesis las investigaciones hechas in 

vitro e in vivo han demostrado que el resveratrol además de tener efectos antioxidantes que 

disminuyen el estrés oxidativo y ayudan a mantener la integridad mitocondrial, es una molécula 

con propiedades anti-tumorales, anti-bacterianas, anti-cancerígenas, anti-inflamatorias, y anti-

envejecimiento, entre otras; por lo que puede ser un tratamiento beneficioso en una amplia 

variedad de enfermedades (Yang y cols., 2015). 

 

 

Alimentos 

 

Contenido 

 

Uva roja 

 

50-100 g/g 

Vino tinto 0.1-14.3 mg/l 

Vino blanco 0.1-2.1 mg/l 

Pistacho 0.09-1.67 g/g 

Arándanos ~32 ng/g 

Cacahuetes 

 

0.02-1.92 g/g 

 

 

Tabla 1. Contenido de resveratrol en algunos alimentos (Planas y cols., 2011). 

 

1.2.1.2 Silimarina 

 

La silimarina es un antioxidante perteneciente químicamente a la clase de los polifenoles de tipo 

flavolignanos o lignanos. Se obtiene como extracto lipofílico de la semilla de Silybum marianum 
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L. (cardo mariano) y está compuesto por varios flavonolignanos isómeros: silibina, isosilibina, 

silicristina, silidianina y dehydrosilibinina (Ding y cols., 2001). A diferencia de la mayoría de 

polifenoles su presencia en la dieta no es tan abundante, porque no son tantos los alimentos en los 

que está presente. Se encuentra sobretodo en la alcachofa y en el cardo mariano (Ibrahim y cols., 

2013) (Tabla 2). 

 

 

Alimentos 

 

Contenido 

 

Alcachofa 

 

15 g/g 

Cardo mariano 

(Silybum marianum) 

 

1.5-3 % peso seco 

 

Tabla 2. Contenido de silimarina en algunos alimentos (Ibrahim y cols., 2013) 

 

La silimarina se utiliza para tratar diversas enfermedades de diferentes órganos y sistemas, tales 

como la hepatitis y cirrosis hepática, en los envenenamientos por setas porque tiene un efecto 

protector contra toxinas, e incluso se utiliza en la prevención de ciertos cánceres (Cesanow y cols., 

2006; Karimi y cols., 2005 y 2011). Además de antioxidante, a la silimarina se le han atribuido 

efectos antifibróticos, inmunomoduladores, anti-inflamatorios, antiproliferativos, antivirales, 

evita la hemólisis, es antiosteoporótico y también es modulador selectivo del receptor de 

estrógeno (Gazak y cols., 2007, Karimi y cols., 2011).  

 

Además por su capacidad para atravesar la BBB la silimarina puede ser útil en el tratamiento y la 

prevención de algunos procesos neurodegenerativos y neurotóxicos, debido a su actividad 

antioxidante (Nencini y cols., 2007). Se ha descrito que es capaz de aumentar la concentración de 

determinados neurotransmisores en el cerebro (Karimi, 2005). Cuando se administra a una dosis 

de 200 mg/kg/día, reduce fuertemente la oxidación de proteínas en el hipocampo y la corteza de 

las ratas con edad avanzada (Karimi y cols., 2011). A nivel cerebral se ha demostrado que el 

tratamiento con silimarina en ratas disminuye la peroxidación lipídica, porque activa e induce un 

aumento de los niveles de los sistemas de defensa antioxidante (como son la enzima glutatión 

peroxidasa, el ácido ascórbico y la enzima superóxido dismutasa) (De Groot y Rauen, 1998; 

Nencini y cols., 2007).  

 

1.2.1.3 Quercetina 

 

La quercetina es un antioxidante perteneciente químicamente a la clase de los polifenoles de tipo 

flavonoides. La quercetina es el compuesto flavonoide que aparece con más frecuencia en los 
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alimentos (Russo, 2012). En la tabla 3 se pueden ver algunas de las fuentes dietéticas de la 

quercetina y sus cantidades.  

 

 

Alimentos 

 

Contenido 

 

Cebollas 

 

284-486 mg/kg 

Broccoli 30 mg/kg 

Manzanas 36 mg/kg 

Peras 

 

6.4 mg/kg 

 

 

Tabla 3. Contenido de quercetina en algunos alimentos (Hertog y cols., 1992) 

 

Es el flavonoide con mayor actividad antioxidante, por lo que es capaz de inhibir la peroxidación 

lipídica, ya que activa y aumenta los niveles de los antioxidantes endógenos, como la enzima 

glutatión S-transferasa (Fiander y cols., 2000). Además presenta propiedades anti-inflamatorias 

(Orsolic, 2004; Scalbert y cols., 2005 a y b; Chondrogianni y cols., 2010), antifibróticas (Lee y 

cols., 2003; Yoon y cols., 2012), anticoagulativas (Bucki y cols., 2003), antibacterianas (Cushnie 

y Lamb, 2005), antiarterogénicas y antihipertensivas (Perez-Vizcaino y cols., 2009), 

antiproliferativas y anticancerígenas (Gulati y cols., 2006). Además modula la actividad 

enzimática (Hanasaki y cols., 1994) inhibiendo enzimas como la monoamino oxidasa (MAO) 

(Bandaruk y cols., 2012) y favoreciendo la expresión de SIRT1 (Davis y cols., 2009). Por todo 

ello protege contra diversas enfermedades tales como la osteoporosis, ciertas formas de cáncer, 

enfermedades pulmonares y enfermedades cardiovasculares (Singh y cols., 2003; Boots, 2008; 

Pérez-Vizcaíno y cols., 2009). En referencia al envejecimiento se ha visto que puede prolongar la 

vida en levaduras y gusanos (Howitz y cols., 2003; Pietsch y cols., 2009). A nivel cerebral se ha 

observado que en ratones viejos tras la suplementación con quercetina se produce una mejora de 

la conducta exploratoria, el aprendizaje espacial y la memoria (Liu y cols., 2006). Así como se ha 

visto que la quercetina es capaz de revertir el envejecimiento y la disfunción cognitiva que se 

producen por la acción de ciertas moléculas como etanol (Singh y cols., 2003) o el péptido β-

amiloide (Aβ(1–42)) (asociado con estrés oxidativo y neurotoxicidad en la enfermedad de 

Alzheimer) (Ansari y cols., 2009).  

 

1.2.1.4 Naringenina 

 

La naringenina es un antioxidante perteneciente químicamente a la clase de los polifenoles de tipo  

flavonoides. Está presente en diferentes alimentos (Tabla 4), pero se encuentra en mayor 

proporción en zumo de frutas cítricas (Erlund y cols., 2001), uvas y en el tomate (Paganga y cols., 

1999). Felgines y cols., 2000, vieron que la naringenina es absorbida eficientemente después de 
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alimentar a las ratas con alimentos ricos en este compuesto, lo que hace que este polifenol sea un 

buen candidato como agente antioxidante exógeno.  

  

 

Alimentos 

 

Contenido  

 

Tomate 

 

192 ± 372 mg/kg 

Zumo de naranja 21-25 mg/l 

Zumo de uva 

 

157-241 mg/l 

 

 

Tabla 4. Contenido de naringenina en algunos alimentos (Erlund  y cols., 2001) 
 

Al igual que el resto de polifenoles se sabe que es un agente multifuncional que además de 

propiedades antioxidantes tiene efectos anti-inflamatorios (Hirai y cols., 2007; Angeline y cols., 

2014), antitumorales (Kanno y cols., 2005) y hepatoprotectores (Lee y cols., 2004). En el cerebro 

gracias a su capacidad de traspasar la BBB, presenta un efecto neuroprotector contra ciertas 

patologías asociadas al envejecimiento como son Alzheimer o Parkinson (Khan y cols., 2012). 

En este sentido, se ha demostrado que la naringenina puede mejorar la capacidad de aprendizaje 

y la memoria en un modelo de ratas con enfermedad de Alzheimer (Ma y cols., 2013). 

 

1.2.2 Mecanismo de acción de las sirtuínas y su relación con los polifenoles 

 

Los polifenoles son sustancias antioxidantes y antiinflamatorias con un elevado potencial 

neuroprotector que, gracias a su habilidad para modular diversos mecanismos celulares, son 

dignos candidatos para prevenir los síntomas del envejecimiento (Pandey y cols., 2009). Entre 

estos mecanismos está la regulación de proteínas implicadas en envejecimiento e inflamación, 

como las proteínas conocidas como sirtuínas (SIRT). El nombre de estas proteínas proviene del 

inglés Silent Information Regulator proteins (SIRT), es decir proteínas reguladoras de la 

información silente (Klar y cols., 1979; Rine y cols., 1979; Markus y cols., 2008). Se encargan 

de regular las respuestas fisiológicas frente a señales metabólicas y de estrés, dos factores claves 

que afectan al envejecimiento (Duan, 2013).  

 

En los últimos años, las sirtuínas han sido investigadas por medio de una variedad de técnicas que 

incluyen ensayos in vitro, cultivos celulares, modelos animales de enfermedades 

neurodegenerativas y estudios de tejido humano, por su implicación en varias enfermedades 

neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson, Huntington, Esclerosis lateral amiotrófica y 

atrofia muscular espinal y bulbar (Herkovist y Guarante, 2013). Son clasificadas como 

desacetilasas de histonas clase III (HDAC). Sin embargo, vale la pena señalar que no todos los 

sustratos de sirtuínas son histonas y varios miembros de esta familia de proteínas no tienen 
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actividad desacetilasa (Gregoretti y cols., 2004; Dokmanovic y cols., 2007). En los mamíferos, 

hay siete miembros de la familia de las sirtuínas y todos se han asociado con la protección contra 

las enfermedades durante el envejecimiento, por una variedad de mecanismos tales como la 

regulación de la respuesta al estrés, la apoptosis y la reparación del ADN (Qin y cols., 2006; Jiang 

y cols., 2012). Todas las sirtuínas de mamíferos contienen un dominio de unión NAD+ y un 

dominio catalítico, pero difieren en sus dominios terminales (Horio y cols., 2011). Las siete 

sirtuínas de mamíferos tienen diferentes sustratos y se localizan en compartimentos celulares 

específicos (Yamamoto y cols., 2007 a) (Figura 12). En los mamíferos, por lo menos tres 

miembros de la familia de las sirtuínas, SIRT1, SIRT3 y SIRT6 contribuyen al envejecimiento 

saludable: SIRT1 y SIRT6 regulan la estabilidad genómica, la vía de señalización de NF-B y la 

homeostasis de la glucosa a través de la desacetilación de histonas (Kawahara y cols., 2009; Kanfi 

y cols., 2010; Zhong y cols., 2010) y SIRT3 mitocondrial desacetila proteínas mitocondriales, 

previniendo el envejecimiento (Someya y cols., 2010).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Localización subcelular de las sirtuínas de mamíferos. Las siete sirtuínas se clasifican en cuatro grupos en 

función de la homología de su secuencia. Estas proteínas tienen diferentes actividades enzimáticas y localizaciones 

subcelulares (Frye y cols., 2000). Las sirtuínas de la clase I (SIRT1, SIRT2 y SIRT3) se representan con texto rojo. 

Estas proteínas tienen actividad desacetilasa en presencia de NAD+ (Du y cols., 2011). SIRT1 generalmente se cree 

que tiene una localización nuclear, aunque se ha visto SIRT1 citoplasmática en las neuronas y otros tipos de células 

(Hisahara y cols., 2008; Byles y cols., 2010). SIRT2 es una proteína predominantemente citoplasmática que puede ser 

transportada al núcleo (North y cols., 2003; Inoue y cols. 2007) y SIRT3 es una proteína mitocondrial (Onyango y cols., 

2002). Las sirtuínas clase II (SIRT4) se resaltan en color marrón (Haigis y cols., 2006). La sirtuína clase III (SIRT5) se 

representa en azul y esta enzima mitocondrial tiene actividades demalonilasa y desuccinilasa NAD-dependientes, 

además de una actividad desacetilasa más débil (Du y cols., 2011; Peng y cols., 2011; Nakagawa y cols., 2009). Las 

sirtuínas clase IV (SIRT6 y SIRT7) están representadas con texto en verde. SIRT6 es una proteína nuclear con una 

débil actividad desacetilasa y actividad ADP-ribosiltransferasa (Liszt y cols., 2005; Michishita y cols., 2008); y SIRT7 

se localiza en los nucleolos y tiene actividad desacetilasa (Vakhrusheva y cols., 2008; Du y cols., 2011; Barber y cols., 

2012,). Fuente: Herskovits y Guarante, 2013. 
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Además de tener una localización particular dentro de las células, en el cerebro también cada tipo 

de sirtuína tiene un patrón de expresión variable dependiente de cada región cerebral (Figura 13).  

 

 

Figura 13. Patrón de expresión de las diferentes sirtuínas en distintas regiones del SNC de rata adulta  

(Sidorova-Darmos y cols., 2014). 

 

De los siete tipos de sirtuínas, nos centraremos en SIRT1 (110 kDa), que como hemos dicho es 

una proteína desacetilasa dependiente de NAD+, que se une a histonas y otras proteínas. SIRT1 

tiene generalmente una localización nuclear, aunque también se encuentra en el citoplasma 

(Herskovits y Guarante, 2013) (Figura 12). La localización citoplasmática de SIRT1 se ha 

asociado con la regulación de la autofagia, la apoptosis, la diferenciación y la transformación 

oncogénica (Byles, 2010; Hisahara y cols., 2008). Además, SIRT1 se ha asociado con la 

regulación de múltiples funciones fisiológicas, dependiendo de su localización específica en los 

diversos tejidos y órganos (Finkel y cols., 2009). La Figura 14 ilustra la implicación de SIRT1 

en esta gran variedad de funciones fisiológicas (Finkel y cols., 2009). Se ha observado que protege 

directamente contra ROS y modula las respuestas inflamatorias, así se ha visto que la reducción 

de SIRT1 es una de las causas de varias enfermedades relacionadas con el envejecimiento, como 

por ejemplo la diabetes, el cáncer, la osteoporosis y la neurodegeneración (Michán y cols., 2010). 
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Por este motivo se ha sugerido en diferentes estudios que las moléculas que puedan modular la 

expresión de SIRT1 podrían representar una promesa en la prevención de los signos de 

envejecimiento (Hall y cols., 2013).  

 

 
 

Figura 14. Funciones fisiológicas de SIRT1. Se muestra la organoespecificidad fisiológica de SIRT1, acompañada de 

algunas dianas directas e indirectas de la regulación de sirtuína. Además se muestran ejemplos de algunos de los 

mecanismos intracelulares reguladores de SIRT1 (Finkel y cols., 2009).  

 

Se han descrito diferentes niveles de regulación de la actividad enzimática de SIRT1: 

 

1) a nivel transcripcional, factores como la edad del individuo, la región del organismo o 

condiciones fisiológicas concretas como los estados de restricción calórica pueden cambiar el 

patrón de expresión de sirtuínas (Sidorova-Darmos y cols., 2014). 

 

2) a nivel post-traduccional, la actividad de las sirtuínas está regulada por procesos como 

fosforilación, sumolización, metilación y trans-nitrosilación. Se ha observado que la fosforilación 

en diferentes sitios localizados en los extremos amino y carboxilo terminal puede inducir estados 

más activos de la proteína. Así y aunque aún no se conoce el mecanismo concreto, se ha visto que 

proteínas quinasas como JNK1, DYRK, PKA y la ciclina B (Cdk1-B), fosforilan a SIRT1 

activándola (Revollo y Li, 2013).  
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3) mediante la formación de complejos proteicos, estos complejos están formados por proteínas 

moduladoras y pueden tener un efecto activador o inhibidor de sirtuínas. Citamos dos ejemplos: 

AROS (active regulator of SIRT1) que es un modulador positivo de la acción de SIRT1 sobre p53 

y DBC1 (deleted in breast cáncer 1) que es un modulador negativo de SIRT1 también sobre p53 

(Law y cols., 2009). 

 

4) por medio de la unión con el co-sustrato NAD+, debido a que la actividad enzimática de todas 

las sirtuínas es dependiente del co-sustrato NAD+ (Smith y cols., 2000; Imai y cols., 2010). El 

NADH es un inhibidor competitivo de las sirtuínas, por lo que se sugirió que un incremento en la 

relación NAD+: NADH, provocado por un cambio en el metabolismo oxidativo, puede derivar en 

el aumento de la actividad de las sirtuínas (Lin y cols., 2004).  

 

5) mediante la acción de compuestos activadores de sirtuínas (STACs): Los STACs son 

moléculas con capacidad para activar directamente SIRT1 mediante un mecanismo alostérico de 

unión al aminoácido Glu230 localizado en una estructura del dominio N-terminal de la proteína 

SIRT1 (Hubbard y cols., 2013) (Figura 15). En experimentos in vitro se han identificado 

diferentes STACs, pero la mayoría son compuestos polifenólicos, como flavonoides, estilbenos y 

antocianidinas que comparten una estructura química caracterizada por anillos fenólicos con 

grupos hidroxilo. A parte de los STACs de origen vegetal existen otros sintéticos como SRT1460, 

SRT1720, SRT2183 e isonicotinamida un antagonista de los efectos inhibitorios de la 

nicotinamida. Dentro de los STACs de origen natural el resveratrol se ha visto que es el más 

potente activando SIRT1 (Hubbard y cols., 2014). Aún se desconoce si los STACs pueden 

prolongar la vida, pero los estudios que se han realizado al respecto señalan que la activación 

directa de SIRT1 podría ser responsable, al menos en parte, de los efectos fisiológicos de los 

STACs. Por lo que la activación alostérica de SIRT1, por medio de STACs, se convierte en una 

posible estrategia de intervención terapéutica para tratar muchas enfermedades asociadas con el 

envejecimiento (Hubbard y cols., 2014).  

 

En este sentido, se ha descrito que los polifenoles como el resveratrol y la quercetina, activan 

SIRT1 in vitro e in vivo, con efectos a nivel cerebral (Cohen y cols., 2004; Davis y cols., 2009; 

Bhullar y Hubbard, 2015). El resveratrol estimula la actividad de SIRT1, porque al unirse a la 

proteína provoca un cambio de conformación que incrementa la afinidad de unión al sustrato 

acetilado y a NAD+, necesario para la activación de SIRT1 (Chung y cols., 2010). Además el 

resveratrol no solo se ha propuesto como activador de SIRT1, sino también como inductor de la 

sobreexpresión de SIRT1, reduciendo la formación de ROS (Mannari y cols., 2010).  
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Figura 15. Mecanismo propuesto para la activación alostérica de SIRT1 por medio de STACs. SIRT1 desacetila 

proteínas diana (en amarillo) utilizando NAD+ como cosustrato para generar un producto desacetilado, o-acetil-ADD 

ribosa (OAcADPR) y nicotinamida (NAM). Se ha observado a partir de datos estructurales y bioquímicos un 

mecanismo alosterico de activación directa de SIRT1, por medio de la unión de STACs al Glu230 del dominio N-

terminal de la proteína SIRT1. Mutaciones del glutamato a lisina o alanina (E230 k/S) en la estructura N-terminal, 

bloquean la activación por medio de STACs, como el resveratrol, lo que demuestra que éste es el mecanismo de 

activación de SIRT1 (Hubbard y cols., 2014) 

 

Una vez activa SIRT1 juega un papel crítico en la supervivencia celular, porque limita algunas 

respuestas del organismo frente el estrés, como puede ser el desencadenamiento de las respuestas 

inflamatorias, la apoptosis y la resistencia al estrés oxidativo (Brunet y cols., 2004; Yamamoto y 

cols., 2007 b; Horio y cols., 2011), lo que en último término favorece la longevidad del organismo 

(Chung y cols., 2010; Duan, 2013). El mecanismo de acción de SIRT1 consiste en regular el 

silenciamiento de genes por medio de desacetilar histonas (Figura 16), regulando por tanto la 

transcripción de proteínas relacionadas con el metabolismo energético y mecanismos de 

supervivencia (como enzimas reparadoras del ADN, proteínas quinasas, factores de transcripción, 

y coactivadores). Además SIRT1 desacetila otras proteínas no histona implicadas en los procesos 

de apoptosis, inflamación y envejecimiento (Xie y cols., 2013) (Figura 17). Así por ejemplo, 

varios estudios han revelado que SIRT1 desacetila la lisina 310 de la subunidad RelA/p65 de NF-

B, una subunidad crítica para la activación de la transcripción de genes proinflamatorios y por 

tanto del desencadenamiento de los procesos inflamatorios, como es la liberación de citoquinas 

(Yeung y cols., 2004). Al respecto, los polifenoles como el resveratrol y la quercetina pueden 

incrementar la actividad de SIRT1 provocando una represión de la inflamación, a través de la 

regulación de la actividad de NF-B (Labinskyy y cols., 2006; Chung y cols., 2010). En este 

sentido, se ha constatado en modelos de enfermedades inflamatorias crónicas, que los polifenoles 

pueden inhibir la inflamación mediante la activación de SIRT1, que desacetila NF-B (Yeung y 

cols, 2004; Birrell y cols., 2005; Milne y cols, 2007 y 2008; Rajendrasozhan y cols, 2008). De 

acuerdo con estos hallazgos, la reducción de los niveles de SIRT1 se correlaciona con el desarrollo 

y progresión de muchas enfermedades inflamatorias; así como por lo contrario la activación 
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farmacológica de SIRT1 puede prevenir respuestas inflamatorias en ratones (Zhang y cols., 2010; 

Gillum y cols., 2011; Yao y cols., 2012). 

 

Figura 16. Mecanismo de acción de SIRT1: A) las histonas acetiladas no pueden unirse al ADN, dejándolo libre lo 

que permite la transcripción de genes. B) cuando SIRT1 se activa desacetila las lisinas de las histonas, dejándolas libres 

para unirse a los fosfatos del ADN, lo que impide la transcripción de genes. C) al unirse las histonas al ADN, este se 

enrolla sobre las histonas provocando el silenciamiento de genes (Zhang y cols., 2011). 

 

Se ha demostrado que SIRT1 tiene funciones importantes a nivel cerebral, ya que regula el 

metabolismo energético y los ritmos circadianos, el crecimiento axonal, la formación de dendritas 

y por tanto la plasticidad neuronal, la supervivencia neuronal frente al estrés y ejerce protección 

contra la neurodegeneración y el deterioro cognitivo asociado a la edad (Ng y cols., 2015). Por 

este motivo la disminución de la expresión de SIRT1 en el hipocampo y en la corteza de rata 

debido al estrés oxidativo genera deterioro cognitivo (Wu y cols., 2006). Además, tras la 

activación de SIRT1 se han encontrado efectos neuroprotectores en enfermedades neurológicas 

agudas y crónicas (como isquemia cerebral, daño axonal, Alzheimer, Parkinson, Hungtinton, 

esclerosis lateral amiotrófica, y esclerosis múltiple)  (Zhang y cols., 2011, Herskovits y Guarante, 

2014). Por ejemplo se ha constatado que la activación de SIRT1 puede regular la patogénesis de 

enfermedades como el Alzheimer tanto en cultivos celulares como en modelos de animales de 

esta enfermedad, ya que la activación de SIRT1 inhibe las proteínas p53, NFκB, factor de 

transcripción forkhead box 3 (FOXO3), receptor de ácido retinoico beta (RARβ) y coactivador 

transcripcional 1 alfa (PGC1-α) impidiendo la amiloidogénesis, reduciendo el estrés oxidativo e 

incrementando la resistencia a la apoptosis e inflamación (Bonda y cols., 2011, Ng y cols., 2015). 

Debido al papel neuroprotector y al rol antagónico de SIRT1 en la progresión de los procesos 

neurodegenerativos, se creía que sus efectos sobre la plasticidad sináptica y las funciones 
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cognitivas estaban asociadas al efecto de contrarrestar las condiciones neuropatológicas que 

deterioran el aprendizaje y la memoria (Ng y cols., 2015). Sin embargo, en ratones knockout para 

SIRT1 en el hipocampo se comprobó que estos animales sufren deterioro de la memoria a corto 

plazo, la memoria asociativa, y el aprendizaje espacial comparado a ratones control (Michán y 

cols., 2010). También en el hipocampo de estos ratones se detectaron deficiencias en la 

potenciación a largo plazo (LTP), descenso en los niveles de sinaptofisina y en la densidad de 

espinas dendríticas (Gao y cols., 2010). Lo que en conjunto sugiere que SIRT1 regula la 

plasticidad sináptica y las funciones cognitivas.  

 

En el estudio de estos animales se ha constatado que SIRT1 regula a nivel epigenético la expresión 

de neurotrofinas implicadas en la funcionalidad de las sinápsis. Por ejemplo, cuando descienden 

los niveles de SIRT1 también se produce una reducción de los niveles del factor neurotrófico 

derivado del cerebro (BNDF), que se encarga de regular el tamaño y morfología de las espinas 

dendríticas. SIRT1 tiene diferentes mecanismos de regulación de la expresión de estas 

neurotrofinas, una de ellas es la desacetilación de BNDF (Zocchi y Sassone-Corsi, 2012). Por 

estas razones se cree que el déficit de SIRT1 en el hipocampo de animales viejos puede dar lugar 

a deficiencias a nivel cognitivo. Durante el envejecimiento en humanos un mecanismo 

compensatorio del deterioro de áreas como el hipocampo puede ser el aumento de las 

interacciones entre diferentes áreas cerebrales no especializadas en procesos cognitivos (Cabeza 

y cols., 2002; Bishop y cols., 2010).  

 

Figura 17. Esquema del papel de SIRT1 como regulador de varios procesos celulares por medio de la desacetilación 

de histonas y otras proteínas no histonas, controlando procesos como la inflamación y el envejecimiento. 
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Otros mecanismos de acción de sirtuínas: SIRT 75 kDa 

 

Se ha descrito en condrocitos articulares humanos que el tratamiento con TNF- produce una 

reducción de la actividad de SIRT1 (110 kDa), que está acompañada de su fragmentación 

proteolítica donde se produce un fragmento estable de 75 kDa (Dvir-Ginzberg y cols., 2011). Este 

fragmento a diferencia de la forma completa de la proteína SIRT1 (110 kDa) es incapaz de unirse 

a la cromatina y a los coactivadores asociados a la cromatina. Sin embargo, se ha visto que durante 

la respuesta inflamatoria la formación de este fragmento de 75 kDa de SIRT1 tiene la función 

biológica de proteger las células contra la muerte celular por apoptosis, bloqueando el ensamblaje 

del apoptosoma al unirse al citocromo C (Oppenheimer y cols., 2012) (Figura 18). Este estudio 

llega a la conclusión que para que se produzca una respuesta inflamatoria es necesaria la 

inactivación de SIRT1, pero aunque esto ocurra SIRT1 tienen un mecanismo biológico alternativo 

que consiste en la capacidad de evitar la muerte celular por medio de la acción de su fragmento 

de 75 kDa (Dvir-Ginzberg y cols., 2011).  

 

 
 

 

 

Figura 18. En condrocitos articulares humanos después de la estimulación con TNF- se produce permeabilidad 

lisosomal dependiente de caspasa 8. La permeabilidad lisosomal aumenta los niveles de la catepsina B en el citoplasma 

y el núcleo de la célula. Cuando se activa la catepsina B se escinde SIRT1 (FLSirT1) nuclear para generar un fragmento 

de 75 kDa (75SirT1) estable pero inactivo. Este fragmento migra al citoplasma donde interacciona con el citocromo C 

en la membrana mitocondrial y bloquea el ensamblaje del apoptosoma. Las flechas negras continuas indican como se 

produciría el proceso de inflamación tras el tratamiento con TNF-. Moléculas como ALLN pueden bloquear la 

inflamación evitando la generación del fragmento de 75 kDa (Opprenheimer y cols., 2012). 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3269551/figure/F6/
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS



 

 

 

 

  



Hipótesis y objetivos 

45 

  

El aumento de la proporción de la población envejecida conlleva un aumento en el número de 

personas que sufren deterioro cognitivo y enfermedades neurodegenerativas. El envejecimiento 

provoca modificaciones en distintos niveles en el organismo. Dentro de estas modificaciones, se 

encuentra el deterioro en diferentes funciones y sistemas a nivel cerebral, que afectan a los 

sistemas de neurotransmisión, así como generan neuroinflamación; lo que en conjunto da lugar a 

un declive cognitivo y motor. Por otro lado se ha visto que el uso de antioxidantes, como son los 

polifenoles, puede mejorar las funciones cognitivas en algunos modelos de enfermedades 

neurodegenerativas. A partir de estos datos, nos planteamos la siguiente hipótesis: el tratamiento 

con antioxidantes de tipo polifenoles podría ejercer un efecto protector a nivel cerebral, 

previniendo ciertos cambios que de forma natural ocurren en el envejecimiento; en particular 

cambios a nivel cognitivo y motor, prevención de la disminución de neurotransmisores, así como 

la modulación de la neuroinflamación, por medio de la regulación de proteínas implicadas en 

envejecimiento e inflamación como son SIRT1 y NF-B (entre otros). 

 

Por tanto, el objetivo general del trabajo fue estudiar los efectos del envejecimiento a nivel 

cerebral; así como analizar los posibles efectos protectores de los tratamientos exógenos con 

polifenoles (resveratrol, silimarina, quercetina y naringenina) sobre los cambios cerebrales que 

ocurren en el envejecimiento y también analizar los mecanismos de acción implicados. 

 

De esta manera se plantearon los siguientes objetivos específicos: 

 

1. Estudiar  el efecto in vivo de los tratamientos crónicos con los compuestos polifenólicos 

resveratrol, silimarina, quercetina, y naringenina sobre las capacidades cognitivas 

(memoria de trabajo espacial y episódica, aprendizaje viso-espacial) y la coordinación 

motora, durante el envejecimiento normal en ratas.  

2. Estudiar el efecto de los tratamientos crónicos con antioxidantes resveratrol, silimarina, 

quercetina y naringenina sobre la síntesis y metabolismo in vivo de neurotransmisores 

monoaminérgicos (sistemas catecolaminérgico y serotonérgico), en diversas regiones 

cerebrales (hipocampo y estriado) involucradas en el procesamiento de las funciones 

cognitivas  y  motoras, durante el envejecimiento normal en ratas.  

3. Estudiar el efecto de los tratamientos crónicos con antioxidantes resveratrol, silimarina, 

quercetina y naringenina sobre proteínas/vías de señalización implicadas en 

envejecimiento e inflamación (PI3K/Akt/mTOR, MEK1/2/ERK1/2, NF-B, SIRT1), con 

especial énfasis en el análisis de SIRT1 y NF-B acetilada. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS
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3.1 Animales de experimentación   

 

Se utilizaron ratas albinas (Rattus norvergicus) macho libres de patógenos (SPF) y no 

consaguíneas, de las siguientes edades: ratas jóvenes (3 meses, 250-350 gr), ratas adultas (9 

meses, 450-550 gr) y ratas viejas (18 y 20  meses, 500-550 gr) (Charles River, Barcelona, España). 

Los animales se mantuvieron en un período de cuarentena previo a la fase de manipulación y 

experimentación. Durante el período de cuarentena y de experimentación los animales 

permanecieron en el estabulario de la Facultat de Ciències de la Universitat de les Illes Balears 

(Tipo II, Institute for Laboratory Animal Research (ILAR)) apropiado para mantenimiento de 

animales SPF.  Los animales se mantuvieron en jaulas de polipropileno o metacrilato translúcidas 

de dimensión 50x30x12 cm (Panlab®, Barcelona), con viruta de madera como material de 

nidificación (Ultrasorb, Panlab). Permanecieron en un ciclo de luz/oscuridad de 12 h (luz de 8:00 

a 20:00 horas), en condiciones ambientales controladas  (temperatura: 222 °C; humedad: 50-60 

%). Recibieron bebida (agua corriente) y una dieta estándar tipo A04 (Panlab®) ad libitum 

recomendada para roedores con una aportación calórica de 2900 kcal/kg y la siguiente 

composición nutritiva (Tabla 5): 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 5. Composición de la dieta estándar A04 (Panlab®). Los valores se proporcionan a título indicativo. Se trata de 

un promedio. Datos extraídos de la ficha técnica de la dieta estándar A04 Panlab. 

 

Los animales fueron manipulados durante varios días previos a la realización de los experimentos 

con el objetivo de minimizar el efecto del estrés debido a la manipulación durante las pruebas in 

vivo. Todos los experimentos in vivo se llevaron a cabo durante las horas del día, realizando las 

pruebas comportamentales siempre de 9:00 a 13:00 horas. 

  

Los animales se pesaron periódicamente durante el período completo de duración de cada 

tratamiento, en el momento exactamente anterior a recibir la correspondiente inyección 

intraperitoneal (i.p), con el objetivo de poder ajustar al peso real la dosis de los tratamientos, así 

como realizar un seguimiento adecuado de los cambios en el peso corporal de los animales. Todos 

los procedimientos experimentales con animales se realizaron de acuerdo con las directrices éticas 

 

Composición 

 

Contenido (%) 

 

Humedad 

 

12 

Lípidos 3 

Minerales y cenizas 5 

Fibra 4 

Proteína 16 

Glúcidos 

 

60  (41 es almidón) 
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establecidas en la Convención Europea para la Protección de Animales vertebrados utilizados 

para experimentación y otros fines científicos (Directiva 86/609/EEC) y con el informe favorable 

del Comité de Ética de Experimentación Animal de la Universitat de les Illes Balears. 

 

3.2 Tratamientos farmacológicos 

 

Con el objetivo de estudiar el presumible efecto beneficioso de los antioxidantes a nivel cerebral 

durante el envejecimiento, se realizaron diversos tratamientos farmacológicos agudos y crónicos 

en ratas, con los siguientes polifenoles: resveratrol, silimarina, quercetina y naringenina. Durante 

los tratamientos, se estudió su efecto in vivo sobre las capacidades cognitivas, mediante la 

realización de diversas pruebas: radial maze (laberinto radial), reconocimiento de objetos, 

laberinto de Barnes y  rotarod (cilíndro rotatorio). Finalizados los tratamientos, los animales 

fueron sacrificados y se diseccionó el cerebro, para posteriormente congelar a -80ºC las diferentes 

regiones hasta el momento de ser analizadas. A partir de las muestras cerebrales obtenidas, se 

analizó el efecto de estos tratamientos sobre la síntesis y los niveles de diferentes monoaminas en 

varias regiones del cerebro de rata relacionadas con las funciones cognitivas y motoras; y ricas en 

terminales nerviosos noradrenérgicos y serotonérgicos, que es el caso del hipocampo; así como 

en el estriado que es una región rica en terminales dopaminérgicos y serotonérgicos. También se 

analizaron la síntesis y niveles serotonérgicos en la glándula pineal. Para ello, se utilizó la técnica 

de cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) con detección electroquímica. Para determinar 

la tasa de síntesis de estas monoaminas in vivo, se evaluó la actividad tirosina hidroxilasa (TH) y 

triptófano hidroxilasa (TPH), que son las enzimas limitantes en las vías de síntesis de 

monoaminas. Con este objetivo, se administró un inhibidor de la enzima carboxilasa de 

aminoácidos aromáticos (NSD 1015) 30 min antes del sacrificio de los animales. Por otro lado, 

también se analizaron los niveles de las proteínas (ERK1/2, MEK1/2, Akt, mTOR, SIRT1 (110 

kDa y 75 kDa) y NF-B) en el hipocampo y en determinados casos también en estriado, corteza 

frontal, así como corteza parietal de rata mediante la técnica de Western blot (WB).  

 

De este modo se realizaron los siguientes tratamientos: 

 

Tratamiento agudo con resveratrol, silimarina, quercetina y naringenina en ratas viejas macho 

Sprague-Dawley, de 18 meses de edad (500-550 g). Se utilizó una dosis de 20 mg/kg, i.p de cada 

uno de los siguientes polifenoles de forma independiente: resveratrol (n=5), silimarina (n=5), 

quercetina (n=7), naringenina (n=6), además de sus controles del mismo peso, edad y cepa  (n=6) 

tratados con aceite de maíz (1 ml/kg, i.p). Todos los fármacos se prepararon por disolución en 

aceite de maíz. Los fármacos se administraron 60 minutos antes de realizar la prueba 

comportamental de radial maze. 
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Para los tratamientos crónicos con los fármacos resveratrol, silimarina, quercetina y 

naringenina, los animales recibieron por vía intraperitoneal (i.p.) una dosis diaria del fármaco 

correspondiente de 20 mg/kg, entre las 8:00-9:00 a.m. Dado el carácter lipofílico de los fármacos 

utilizados y para evitar su oxidación, se prepararon diariamente y se administraron suspendidos 

en aceite de maíz. Los animales control recibieron aceite de maíz, ajustado al peso del animal 

(1ml/kg/día i.p), durante el mismo tiempo que los tratados. 

 

Tratamiento crónico con resveratrol en ratas viejas Wistar, de 20 meses de edad (500-550 g) al 

inicio del tratamiento, durante 30 días (n=6). Se utilizaron como controles animales del mismo 

peso, edad y cepa  (n=6), además de ratas jóvenes de 3 meses (250-350 g, n=8) de la misma cepa 

para comprobar el efecto de la edad. 

 

Tratamiento crónico con resveratrol en ratas adultas Wistar, de 9 meses de edad (450-550 g) al 

inicio del tratamiento durante 15 días (n=6). Se utilizaron como controles animales del mismo 

peso, edad y cepa (n=5), además de ratas jóvenes de 3 meses (250-350 g, n=8) de la misma cepa 

para comprobar el efecto de la edad. 

 

Tratamientos crónicos con silimarina, quercetina y naringenina, durante 30 días. Para los 

tratamientos crónicos con silimarina (n=5), quercetina (n=7) y naringenina (n=6),  se utilizaron 

ratas viejas Sprague-Dawley, de 18 meses de edad al inicio del tratamiento (500-550 g) (Charles 

River, Barcelona, España). Se utilizaron como controles animales del mismo peso, edad y cepa 

(n=6), además de ratas jóvenes de 3 meses (250-350 g, n=8) de la misma cepa para comprobar el 

efecto de la edad. 

 

Los animales fueron sacrificados por decapitación 1 día después de la última inyección, a primera 

hora de la mañana (7:00-8:00), con el objetivo de evitar interferencias del cambio de hora en el 

ciclo biológico de los animales. Todos los animales utilizados para estudiar la modulación de la 

síntesis de monoaminas también recibieron una inyección del inhibidor de la descarboxilasa de 

aminoácidos aromáticos NSD 1015 (100 mg/kg, i.p.) 30 min antes de su sacrificio (ver apartado  

3.4 Determinación cromatográfica de la actividad tirosina hidroxilasa (síntesis de DOPA) y 

triptófano hidroxilasa (síntesis de 5-HTP) in vivo).  

 

Durante el tratamiento crónico de 30 días con resveratrol, a parte de registrar el peso corporal, 

también se registró la temperatura corporal de las ratas viejas tratadas y control mediante un 

termistor (DS 192 1H thermocron iButtom Maxim) colocado en el abdomen mediante cirugía, 

realizada bajo  anestesia general con isoflurano, en condiciones de asepsia, 3 días antes del inicio 

de los tratamientos. De esta forma, se dejó un tiempo adecuado para que los animales se 
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recuperaran de la cirugía, y así evitar interferencias de esta operación en los resultados de las 

pruebas que se han realizado. El termistor registró la temperatura cada 30 min, durante los 30 días 

de tratamiento. Además, en estas mismas ratas se realizó un registro continuo de la actividad 

locomotora espontánea durante el tratamiento crónico. Para ello, se utilizaron marcos de registro 

de actividad locomotora de dimensiones 20x20 cm2 de diámetro, equipado con dos rayos 

infrarrojos localizados a 70 mm de altura. El movimiento de los animales fue digitalizado y 

guardado en un ordenador equipado con un software específico, registrando la suma del número 

de veces que el animal interfiere con el rayo y el sensor no detecta el rayo durante intervalos de 

15 min.  El análisis de la actividad motora se realizó con el programa diseñado para cronobiología 

El Temps (©Díez-Noguera, Universidad de  Barcelona). 

 

3.3 Análisis conductual (pruebas comportamentales) 

 

Para estudiar el efecto de los tratamientos agudos con polifenoles (resveratrol, silimarina, 

quercetina y naringenina) a nivel cognitivo, se realizó la  prueba comportamental de  radial maze 

(laberinto radial) 60 minutos después de la aplicación i.p  de los fármacos. Para estudiar el efecto 

de los tratamientos crónicos con los mismos polifenoles citados anteriormente a nivel cognitivo, 

se realizaron las siguientes pruebas comportamentales: radial maze, reconocimiento de objetos, 

y laberinto de Barnes. Así como la prueba de rotarod (cilíndro rotatorio) de coordinación motora. 

Todas estas pruebas, excepto el laberinto de Barnes (para evitar un posible efecto de aprendizaje),  

se realizaron al inicio (un día antes de iniciar los tratamientos crónicos), a la mitad del tratamiento 

crónico (15 días) y al final del tratamiento crónico (30 días). En el caso del laberinto de Barnes 

se realizó a los 15 y 28 días de tratamiento, para no provocar solapamiento temporal entre la 

realización de las diferentes pruebas el día 30. 

 

3.3.1 Laberinto radial 

 

Para analizar la memoria de trabajo espacial de los animales se utilizó la prueba del laberinto 

radial, conocida como radial maze. Fue diseñado para estudiar el aprendizaje espacial y la 

memoria en ratas (Olton y Samuelson, 1976). El aparato original consistía en ocho brazos 

equidistantes de una plataforma central, donde en el extremo de cada brazo se encontraba 

localizada en pequeños recipientes comida como un refuerzo positivo para favorecer la entrada 

de los animales en cada brazo. Desde su creación, el laberinto original ha sido modificado con el 

fin de adaptarlo a diferentes protocolos, según cual sea el objetivo del estudio (aprendizaje, 

memoria, otros). El radial maze es una de las pruebas comportamentales más adecuadas para 

estudiar memoria de trabajo (Olton y Samuelson, 1976; Tarragon y cols., 2012). La memoria de 

trabajo permite el recuerdo temporal durante el ejercicio de una tarea determinada. En este caso, 
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la memoria de trabajo permite al animal recordar que ha entrado recientemente en un brazo. Por 

lo tanto, las re-entradas y no entradas en los brazos son errores de memoria de trabajo. El diseño 

del aparato asegura que los animales siempre tengan que volver a la plataforma central, después 

de visitar cada brazo, lo que obliga al animal a elegir entre ocho posibilidades en cada ocasión. 

De esta forma los animales no solo utilizan el olfato como referencia, si no también las referencias 

visuales. Diversos estudios demuestran la utilidad de este dispositivo para investigar el efecto de 

diversos tratamientos sobre la memoria (Olton y cols., 1976 -1978).  

 

El laberinto radial (Panlab, S.L. Barcelona, España) utilizado en este estudio consiste en una 

plataforma central octogonal (28 cm de diámetro) a partir de la cual surgen 8 brazos (70x11 cm) 

equidistantes (Figura 19), en cuyos extremos se encuentran unos pequeños recipientes en los que 

se coloca una pequeña cantidad de comida, para que actúe como refuerzo positivo para favorecer 

la entrada del animal. En las paredes de la sala donde se encuentra el laberinto hay una serie de 

señales de referencia que ayudan a los animales a ubicar cada uno de los brazos. Estas señales 

externas al laberinto contribuyen a la memoria espacial de los animales.  

 

Antes de iniciar la prueba, los animales se mantienen 48 h (en animales viejos) o 24 h (en animales 

jóvenes)  en ayuno con suministro de agua, para reforzar la necesidad de los animales de buscar 

comida y por tanto completar la prueba. La prueba se inicia colocando el animal en el centro del 

laberinto permitiéndole explorarlo durante un tiempo máximo de 20 min, durante el cual se anotan 

los brazos visitados. La prueba se considera finalizada cuando el animal haya visitado todos los 

brazos, en cuyo caso se considera el tiempo transcurrido desde el inicio, o hasta que hayan 

transcurrido los 20 min. Cada una de las pruebas es registrada mediante una cámara de video 

digital conectada a un ordenador. Los datos adquiridos de este modo son analizados con el 

programa específico para esta prueba (Smart v2.5, Panlab, S.L, Barcelona, España). Se analizan 

los siguientes parámetros: el tiempo total transcurrido para que el animal complete la prueba,  el 

número total de errores y la distancia recorrida. Se consideran errores cada uno de los brazos no 

visitados por el animal y cada una de las repeticiones en los brazos prevíamente visitados (re-

entradas) a lo largo de toda la prueba. Finalizada la prueba, el laberinto se limpia con etanol 95 

% antes de realizar la prueba a un nuevo animal con el fin de evitar posibles errores por 

interferencias entre un animal y otro.  

      

Figura 19. Laberinto radial. 
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3.3.2 Reconocimiento de objetos 

 

Se realizó el test comportamental de reconocimiento de objetos para estudiar el efecto de los 

tratamientos con antioxidantes sobre la memoria episódica. Esta prueba consiste en la valoración 

de la diferencia del tiempo de exploración de un objeto nuevo y uno conocido o familiar durante 

un período de tiempo determinado en el contexto de un campo abierto. Esta prueba se basa en la 

capacidad exploratoria espontánea innata de los roedores hacia la novedad, de forma que el 

comportamiento puede verse alterado por la interacción con un objeto nuevo; provocando 

respuestas de estrés, o de acercamiento al objeto nuevo, así como un incremento en los niveles de 

corticosterona en plasma, indicador de estrés en ratas (Antunes y Biala, 2012). Básicamente se 

observa la memoria del animal al reconocer el objeto familiar y la novedad que supone el objeto 

desconocido. El reconocimiento del objeto nuevo puede evaluarse por la diferencia en el tiempo 

de exploración de los objetos nuevo y familiar. 

 

Ennaceur y Delacour en 1988 estudiaron por primera vez la prueba de reconocimiento de objetos 

en roedores, donde llegaron a la conclusión de que esta prueba es un ensayo conductual simple 

de la memoria basado principalmente en el comportamiento exploratorio innato de un roedor en 

ausencia de reglas o de refuerzos aplicados externamente. Esta prueba se ha convertido en un 

modelo ampliamente utilizado para la investigación de las alteraciones de memoria tras 

tratamientos farmacológicos, daño cerebral y para estudiar las bases neuronales de la memoria 

(Goulart y cols. 2010). Modificando ciertos parámetros, como son el tiempo entre fases, la 

colocación y tipo de objetos (material, forma, color), así como el entorno donde se realiza la 

prueba, se puede configurar para medir la memoria episódica, la atención y la ansiedad en 

roedores (Goulart y cols., 2010; Silvers y cols., 2007).  

 

La medida de reconocimiento se ve influida por el intervalo entre el tiempo dedicado a explorar 

el objeto nuevo y el tiempo explorando el objeto familiar, así como el tiempo transcurrido entre 

las fases del experimento que se explican a continuación (Ennaceur y Delacour, 1988). Cuando 

los animales están en contacto con un objeto familiar y otro nuevo, tienen una tendencia innata a 

pasar más tiempo en el objeto nuevo que en el familiar (Ennaceur, 2010). Este test no requiere 

motivaciones externas de refuerzo, solamente es necesario un período de habituación con el objeto 

familiar y con el lugar donde se realiza la prueba que puede ser llevado a cabo en un período corto 

de tiempo (Silvers y cols., 2007). Esta habituación es necesaria, porque el ambiente en el que se 

realiza la prueba puede modificar la conducta del animal. La preferencia por el objeto nuevo 

significa que la presentación del objeto familiar existe en la memoria del animal, entonces lo que 

medimos es la memoria episódica, que consiste en la capacidad de recordar sucesos ocurridos 

anteriormente durante un cierto período de tiempo (Ennaceur, 2010). 
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En este trabajo la prueba se realizó en un campo abierto de (93x93x61 cm de altura) construido 

con madera, con una base de fórmica que contiene un dibujo de 2 círculos concéntricos dibujados 

sobre un fondo blanco. Sujetos a la base se colocan equidistantes dos objetos, que pueden ser 

iguales o diferentes en tamaño, color y forma dependiendo de la fase del experimento (Figura 

20). El campo abierto y los objetos se limpiaron con etanol 95 % antes de comenzar el test con 

otra rata. Los círculos concéntricos permitieron dividir el dispositivo en zonas (periféricas y 

centrales) cuyas visitas también fueron medidas así como las micciones y defecaciones del animal 

durante la prueba, constituyendo una medida del grado de ansiedad del animal. 

 

Esta prueba consta de las siguientes fases:  

 

Habituación: con el fin de acostumbrar los animales al lugar donde se realiza la prueba, se coloca 

cada animal en el campo abierto, durante 5 min diarios, los 5 días previos a la prueba. Permitiendo 

la exploración y habituación con el lugar donde se realizará la prueba.  

 

Rehabituación: el día de la prueba, se coloca cada animal en el campo abierto durante 1 min, 

permitiendo el reconocimiento del ambiente por parte del animal.  

 

Familiarización: se sitúan dos objetos (cubos de plástico de 6x6 cm) a 16 cm de la pared y 

separados 37 cm entre ellos. A continuación se coloca el animal permitiendo la exploración de 

estos dos objetos hasta que el animal consiga 30 s de exploración total, o en el caso de no 

conseguir 30 s, se deja que el animal este en el campo abierto hasta un máximo de 10 min, 

anotando el tiempo total de exploración de cada objeto. Se consideró como tiempo de exploración 

el tiempo en el que la nariz o la boca de los animales estuvieron en contacto con el objeto. Este 

tiempo fue cronometrado y registrado por el investigador que realizó la prueba. Durante la sesión 

de familiarización ambos objetos son nuevos, por lo que el tiempo empleado en la exploración de 

ambos objetos debe ser similar. Los objetos eran de plástico con  tres formas diferentes que no 

tenían relevancia para los animales ni por su forma ni por su color y nunca habían estado asociados 

con refuerzo, ni los habían visto antes. 

 

Período de retraso: se dejaron transcurrir 10 min desde la fase de familiarización  hasta la fase 

de prueba (memoria a corto plazo); durante este tiempo los animales estuvieron en sus jaulas. 

 

Prueba: se colocan a igual distancia en el centro del campo abierto dos objetos (en el mismo lugar 

que los objetos de la fase de familiarización), uno de ellos igual a los colocados en la fase de 

familiarización (objeto familiar) y otro de diferente forma y color. A continuación, se coloca en 

el centro del campo abierto la rata y se apunta el tiempo de exploración de cada objeto, hasta 
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alcanzar un total de 30 s, correspondientes a la suma del tiempo de exploración de ambos objetos, 

o hasta un tiempo máximo de 10 min si no consigue completar 30 s de exploración entre los dos 

objetos. Se anota el tiempo dedicado a la exploración del objeto nuevo y el objeto familiar.  

 

    A)                                                         B)                                                         C) 

   

Figura 20. Campo abierto. A) Fase de habituación, B) Fase de familiarización, C) Fase de prueba. 

 

3.3.3 Laberinto de Barnes 

 

Se realizó la prueba comportamental del laberinto de Barnes, también conocido como Barnes 

maze, para estudiar el efecto de los antioxidantes en el aprendizaje espacial a los 15 días y a los 

28 días de tratamiento. 

 

El laberinto de Barnes fue creado por Carol A. Barnes en 1979. Es un laberinto utilizado en 

investigación para estudiar aprendizaje espacial. La función básica del laberinto de Barnes es 

determinar la habilidad de los animales para aprender y recordar la localización de la caja diana  

o de escape (target), utilizando señales de referencia localizadas en la sala donde está colocado el 

laberinto.  Esta tarea depende de la tendecia de los animales para escapar de un ambiente aversivo 

en búsqueda de protección y de la capacidad de memoria espacial dependiente del hipocampo 

(Harrison y cols., 2009). Esta prueba no invasiva es también útil para estudiar el efecto de 

sustancias químicas o lesiones neurológicas sobre la cognición, así como para detectar cambios 

cognitivos en patologías neurodegenerativas (Barnes, 1979).  

 

En este trabajo se utilizó una plataforma circular de madera que se encuentra a 73,5 cm por encima 

del suelo, color azul opaco (130 cm de diámetro) con 18 agujeros (10 cm de diámetro) 

equidistantes (10 cm entre orificios) ubicados en el perímetro de la plataforma. Debajo de uno de 

los agujeros se encuentra una caja de escape (28x18x9,5 cm) a la que nos referimos como target 

(objetivo) o caja de escape. Desde el centro del laberinto todos los agujeros son idénticos y la caja 

de escape tampoco se discrimina visualmente desde otros puntos del laberinto. La posición de la 

caja de escape se mantiene en el mismo lugar durante todo el experimento. Finalmente, para 

colocar al animal en el centro del laberinto hasta el comienzo del experimento se utiliza una caja 

de inicio (10 cm de diámetro) (Figura 21 y 22). Además, la agorafobia natural de las ratas se 



Materiales y métodos 

 

57 

 

acentúa por la presencia de dos focos de 500 W,  colocados 200 cm por encima de la plataforma 

circular. 

 

Se utilizan diferentes señales visuales con varios colores y formas, que se colocan en las paredes 

que rodean el laberinto; como referencia espacial para los animales. Además, las ratas tienen otras 

señales visuales espaciales en la habitación (por ejemplo una cortina, un ordenador). Estas señales 

no se mueven durante todo el experimento ya que éstos son los puntos de referencia del animal 

para localizar el target o caja de escape (Brown 1996; Deacon y Rawlins 2002; Barret y cols., 

2009). A medida que se realizan las pruebas, el experimentador tiene que poder observar 

directamente el experimento, a la vez que éste es una referencia más para el animal, por este 

motivo es muy importante que el experimentador permanezca en el mismo lugar durante todo el 

experimento. 

 

Figura 21. Diagrama del laberinto de Barnes utilizado para evaluar el aprendizaje espacial y la memoria a corto plazo  

en ratas. 

                             A)                                                                               B) 

     

Figura 22. A) Laberinto de Barnes  y B) target o caja de escape. 
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En este trabajo se empleó un procedimiento modificado del descrito por Barnes (1979). Consiste 

en varias fases: familiarización, entrenamiento y test.  

 

Familiarización: el día antes de la prueba (día 1, 24 h antes del experimento), las ratas se someten 

a una rutina de familiarización para habituarlas al laberinto y la caja de escape. Cada rata se coloca 

en la caja de inicio que se encuentra justo en el centro del laberinto. Después de 10 s, la caja se 

levanta, la luz se enciende y el animal tiene 3 min para entrar en la caja de escape. Si no la 

encuentra, se dirige al animal manualmente a la caja de escape. Una vez que el animal está dentro 

de la caja de escape la luz se apaga. En esta caja de escape los animales permanecen durante 2 

minutos y a continuación, se devuelven a su jaula de origen.  

 

Entrenamiento: el día 2 las ratas reciben una sesión de 3 entrenamientos separados cada uno por 

un período de 10 min para aprender la ubicación de la caja de escape. El agujero/ubicación de la 

caja de escape se mantiene constante durante todo el experimento. En cada entrenamiento, la rata 

se coloca en la caja de inicio en el centro del laberinto, se levanta la caja  después de 10 s  y la luz 

se enciende. Cada entrenamiento finaliza cuando el animal encuentra la caja de escape o en su 

defecto cuando hayan transcurrido 3 minutos como tiempo máximo. En caso de que el animal no 

haya encontrado la caja de escape se coloca el animal manualmente en la caja, donde permanece 

durante 1 min. Al final de cada entrenamiento el animal se devuelve a su jaula y después de 10 

min comienza el segundo entrenamiento. La superficie del laberinto se limpia con etanol 95 % 

entre cada animal y sesión. 

 

Test: el objetivo de esta fase es determinar si el animal ha aprendido dónde se encuentra la caja 

de escape. Tiene lugar 10 minutos después del último entrenamiento. Los animales se colocan en 

el centro del laberinto dentro de la cámara de inicio. Se levanta la cámara a los 10 s, la luz se 

enciende y se deja a la rata explorar el laberinto. La prueba finaliza en el momento que el animal 

encuentra la caja de escape o en su defecto cuando hayan transcurrido 90 s como tiempo máximo.  

 

Parámetros a analizar: se cuantifica el tiempo total de exploración (latencia total) en el laberinto 

para alcanzar la caja de escape. Además, se registra la estrategia realizada por el animal para 

encontrarla (Harrison  y cols., 2006 y 2009). Existen tres estrategias diferentes  con el fin de 

buscar la caja de escape (Rueda-Orozco y cols., 2008). Estrategia directa: las ratas se dirigen 

directamente a la caja (Figura 23A). Estrategia seriada: exploran los agujeros siguiendo una 

dirección de forma secuenciada (uno a continuación del siguiente) (Figura 23B). Cualquier otra 

forma de acercarse a la caja de escape se considera una estrategia mixta o aleatoria (Figura 23C). 

Por último, también se cuantifica el número total de errores, que es la suma de todos los agujeros 
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visitados (cada vez que el animal asoma su cabeza por debajo del plano de la superfície de la 

plataforma) donde no se encuentra la caja de escape. 

                                   A) Directa                         B) Seriada                       C) Aleatoria 

 

Figura 23. Esquema de los tres tipos de estrategias que el animal puede seguir para encontrar la caja de escape. 

 

3.3.4 Rotarod (cilíndro rotatorio) 

 

Se realizó la prueba del cilíndro rotatorio, también conocida como rotarod, para probar los efectos 

sobre la coordinación motora y la resistencia a la fátiga en ratas, al inicio del tratamiento crónico 

(un día antes de la administración de fármacos), a la mitad del tratamiento crónico (15 días) y al 

final (30 días) de los tratamientos crónicos con los antioxidantes (resveratrol, silimarina, 

quercetina y naringenina). La prueba del cilíndro rotatorio es una prueba basada en la habilidad 

de los roedores para mantener el equilibrio en una rueda rotatoria que puede girar con una 

velocidad fija o con aceleración. Los animales son colocados en la rueda y la latencia para caer 

es una medida de su coordinación motora (Bogo y cols., 1981).  

 

En este trabajo, se utilizó la rueda de aceleración modelo LE8350 Rotarod para 2 ratas de más de 

500 g (Panlab, S.L, Barcelona, España) (Figura 24). Consiste en una rueda de aceleración 

colocada sobre una plataforma. Al caer el animal sobre la plataforma el aparato registra el tiempo 

transcurrido y deja de girar. El rotarod es controlado por un microprocesador que controla el 

tiempo de permanencia en la rueda y regula la aceleración. La rotación se ajusta electrónicamente 

a una velocidad (4-40 rpm) usando un dial en el panel frontal. También se selecciona la tasa de 

aceleración en un tiempo definido (60 s). El aparato se limpió con etanol 95 % antes de comenzar 

la prueba con otra rata. 

 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Aparato de rotarod. 
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Previamente a las pruebas se entrenan los animales durante varias sesiones (durante 5  días previos 

al día de la prueba) en el aparato de rotarod con rotación constante  hasta conseguir que la rata se 

mantenga en el aparato un tiempo estable antes de caer. A continuación, el día de la prueba, las 

ratas se colocan en el aparato en modo de aceleración (incremento de velocidad de 4 a 40 cm/s 

durante un período de 60 s). Se registra el tiempo que las ratas permanecen en el aparato sin caer. 

Cada rata realiza la prueba 5 veces y se considera como resultado final de la prueba la media 

aritmética de las 5 pruebas.  

  

3.4 Determinación cromatográfica de la actividad tirosina hidroxilasa (síntesis de DOPA) y 

triptófano hidroxilasa (síntesis de 5-HTP) in vivo  

 

La actividad in vivo de las enzimas tirosina hidroxilasa (TH, tirosina-3-monoxigenasa, EC 

1.14.16.2) y triptófano hidroxilasa (TPH, triptófano-5-monoxigenasa, EC 1.14.16.4), enzimas 

limitantes de la síntesis de catecolaminas y serotonina respectivamente, fue determinada midiendo 

de forma simultánea la acumulación de 3,4 dihidroxifenilalanina (DOPA) y 5-hidroxitriptófano 

(5-HTP) en los 30 min siguientes a la inhibición de la descarboxilasa de aminoácidos aromáticos 

con una dosis efectiva máxima de 100 mg/kg, i.p de 3-hidroxibenzilhidrazina HCl (NSD 1015)  

(Carlsson y cols. 1972; Nissbrandt y cols. 1988) (Figura 25). Este método de la acumulación de 

los precursores DOPA y 5-HTP es el más usado para evaluar la actividad in vivo de las enzimas 

TH y TPH cerebrales. La DOPA y el 5-HTP formados a partir de la hidroxilación por dichas 

enzimas endógenas fueron medidos por HPLC con un detector electroquímico. 

 

Existen dos isoformas del enzima TPH: TPH-1 que se expresa principalmente en la glándula 

pineal y en las células del intestino (Walther y cols., 2003) y TPH-2 que se expresa 

preferentemente en el resto del cerebro, donde tiene un papel fundamental en la síntesis de 

serotonina (5-HT) (Zhang y cols., 2004). Por lo tanto, los datos sobre la síntesis de 5-HTP en 

cerebro se refieren a la actividad de la TPH-2, mientras que las medidas en la pineal hacen 

referencia a la actividad de la TPH-1. En cuanto a la TH, solo se ha descrito una isoforma, pero 

debido a que la hidroxilación de la tirosina es un paso común en la síntesis de catecolaminas, la 

acumulación de DOPA en el cuerpo estriado indica preferentemente la síntesis de dopamina (DA) 

(Sastre-Coll y cols., 2002), mientras que en el hipocampo, indica principalmente la síntesis de 

noradrenalina (NA) (Sastre-Coll y cols., 2002).  

 

De esta forma, se determinó la síntesis de NA en hipocampo, una region cerebral rica en 

terminales nerviosos noradrenérgico. También, la síntesis de DA en el estriado, una región rica 

en terminales dopaminérgicos. Y la síntesis de 5-HT se midió en ambas regiones cerebrales que 
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son ricas en terminales nerviosos serotonérgicos. También  se midió la síntesis de 5-HT en la  

glándula pineal. 

 

 

Figura 25. Esquema del efecto del NSD 1015 sobre las vías de síntesis de monoaminas. 

 

 

3.4.1 Disección y preparación de muestras  

 

Tras decapitar las ratas, los cerebros fueron extraídos rápidamente y se diseccionaron las distintas 

regiones a estudiar en una placa de aluminio a 4 ºC. Se extrajeron el hipocampo, estriado y 

glándula pineal (Figura 26), junto con otras regiones para otros estudios. Estas regiones 

cerebrales se congelaron inmediatamente en nitrógeno líquido y se almacenaron a -80 ºC hasta el 

momento de su procesamiento (Esteban y cols., 2010 a). 

 

Antes de proceder a la homogenización, las regiones fueron pesadas y colocadas individualmente 

en tubos fríos que contenían 1 ml de tampón de homogenización (HClO4 0,4 M, K2EDTA 0,01 

% y Na2S2O5 0,1 %), y en el caso de la glándula pineal 120l de tampón de homogenización. Se 

utilizó un homogenizador Ultraturrax (tipo Tp 18/10) a velocidad máxima durante 30 s. En el 

caso de la glándula pineal, en lugar de homogenizar, se sónico durante 10 s a una amplitud de 

onda de 30 %. A continuación las muestras se centrifugaron a 40.000 g durante 20 min a 4ºC, y 

las glándulas pineales a 40.000 g durante 5 min a 4ºC (centrífuga refrigerada serie Biocen 22R, 

con rotor 222) y el sobrenadante se filtró con un filtro de jeringa de teflón de 0,45 μm de diámetro 

de poro (Spartan-3, Sigma-Aldrich; Millex®-LH; Millipore; Billerica, Mass, USA). Estos 

sobrenadantes filtrados se volvieron a congelar a –80 ºC hasta el momento de su cuantificación 

por HPLC con detección electroquímica.  
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Figura 26. Representación esquematizada de la disección del cerebro de rata (visión sagital). 

 

 

3.4.2 Análisis cromatográfico 

 

Los niveles de monoaminas, de sus precursores y metabolitos fueron determinados por 

cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC), con detección electroquímica (Figura 27). Se 

inyectaron alícuotas de 20-50 μl de los sobrenadantes de las muestras cerebrales de hipocampo, 

estriado y glándula pineal. Se determinó simultáneamente noradrenalina (NA), 

dihidroxifenilalanina (DOPA), ácido dihidroxifenilacético (DOPAC), dopamina (DA), 5-

hidroxitriptófano (5-HTP), ácido 5-hidroxindolacético (5-HIAA), ácido homovanílico (HVA) y 

serotonina (5-HT).  

 

Figura 27. Equipo de cromatografía líquida de alta eficacia  (HPLC). 

 

Para separar los compuestos anteriormente citados se utilizó una columna de tipo Spherisorb S3 

ODS1 (5 μm de tamaño de partícula, 4,6 mm x 100 mm; Waters) acoplada a una precolumna 

Tracer ODS2 C18 (2-5 μm de tamaño de partícula) (Teknokroma). La columna se mantuvo a 35 

ºC, al igual que el detector electroquímico y las muestras se mantuvieron a 4 ºC. La fase móvil 

(KH2PO4 0,1 M; ácido octano sulfónico (OSA) 2,1 M; K2EDTA 0,1 M, KCl 2 mM y metanol 10 
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% (v/v); con pH ajustado al rango 2,72-2,76 con H3PO4 85 %) fue impulsada a un flujo de 0,8 

ml/min por una bomba de doble pistón tipo Waters 600 controller. Para evitar la formación de 

burbujas se burbujeo helio de forma continua en el eluyente.  

 

Los compuestos fueron detectados electroquímicamente, manteniendo un potencial aplicado de + 

0,75 V frente al electrodo de referencia in situ (Ag/AgCl) (Waters 2465 Electrochemical 

Detector). La corriente producida fue captada por un ordenador PC gracias al software Empower 

Pro de Waters®, a través de una interfase tipo WAT busSAT/IN Module (Waters). 

 

Las concentraciones de NA, DOPA, DOPAC, DA, 5-HTP, 5-HIAA, HVA y 5-HT de la muestra 

inyectada fueron calculadas interpolando la altura del pico correspondiente en la curva estándar 

realizada diariamente para cada compuesto, con patrones externos (Figura 28). Se utilizó el 

software Empower Pro. Los valores de los compuestos se expresaron en ng/g de tejido húmedo. 

 

 

Minutos 

 

  

Minutos 

Figura 28. Análisis cromatográficos de distintas preparaciones. Los cromatogramas representan distintas preparaciones 

estándar (20 y 30 l) y preparaciones de las regiones hipocampo y estriado del cerebro de ratas control.  En estos 

cromatogramas se identifican los siguientes compuestos por orden de aparición: NA, DOPA, DOPAC, DA, 5-HIAA, 

5-HTP, NSD 1015, HVA y 5-HT. N.I. = compuesto no identificado porque no corresponde con el tiempo de retención 

de ningún compuesto presente en el estándar. 
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3.5 Detección y cuantificación de la inmunoreactividad de proteínas mediante la técnica de 

western blot  

 

3.5.1 Preparación de las muestras  

 

Para la detección y cuantificación de las distintas proteínas que forman parte de la vía de 

señalización de PI3K/Akt/mTOR, MAPK, SIRT1, NF-B se procesaron el hipocampo, el 

estriado, la corteza frontal y la corteza parietal de animales sometidos a distintos tratamientos con 

el protocolo descrito a continuación. 

 

Se homogenizaron de 100 a 150 mg de tejido de las distintas regiones cerebrales con un 

homogenizador de aspas Ultraturrax a máxima velocidad, dos veces durante 10 segundos (dejando 

5 segundos entre cada homogenización), en una proporción 1:15 peso/volumen de tampón de 

homogenización: 50 mM Tris-HCl, pH 7,5; 1 mM EDTA; 2 % SDS y mezcla de inhibidores de 

proteasas y fosfatasas 10 mM. A continuación, las muestras fueron sonicadas tres veces durante 

5 segundos. Una alícuota del homogenado fue congelado a - 80 ºC hasta su utilización para la 

determinación del contenido proteico según el método del ácido biciconínico (ver apartado 3.5.2 

Determinación del contenido proteico de las muestras). Una vez calculado la cantidad de proteína 

total en cada muestra, los homogenados totales obtenidos se ajustaron con tampón de 

homogenización a una concentración de 3 g/l. A continuación se añadió el mismo volumen de 

tampón Laemmli de carga (50 mM Tris-HCl, pH 6,8; 1,5 % SDS; 10 % glicerol; 2,5 % 2-

mercaptoetanol; 0,1 % azul de bromofenol). Las muestras se desnaturalizaron por calor en un 

baño maría a 95 ºC durante 5 min y se almacenaron a - 20 ºC hasta su posterior análisis. La 

preparación de las muestras se llevó a cabo en tandas de unas 10 muestras de las que al menos 

dos procedían de animales control. En todo momento se controló el tiempo para que todo el 

tiempo de procesamiento no excediera de 1 hora. La temperatura fue controlada manteniendo las 

muestras a 4 ºC durante todo el procedimiento. 

 

3.5.2  Determinación del contenido proteico de las muestras. Método del ácido biciconínico 

(BCA)  

 

Debido a la presencia del detergente aniónico SDS en el tampón de homogenización, la 

determinación del contenido proteico se llevó a cabo utilizando el método del ácido biciconínico 

que es compatible con una concentración de hasta un 1 % de SDS (Smith y cols., 1985). En este 

método las proteínas reaccionan a través del enlace peptídico con el ión cobre II (Cu2+) 

reduciéndolo en medio alcalino a cobre I (Cu+ ) (reacción de Biuret). Dos moléculas de ácido 

biciconínico reaccionan con una molécula de cobre I para dar una coloración púrpura al medio. 
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Este complejo soluble en agua posee un máximo de absorbancia a una longitud de onda de 562 

nm. 

 

En una placa multipocillos se prepararon la curva patrón y las muestras, para proceder a la lectura 

de su absorbancia a esta longitud de onda. Se realizó una curva patrón, a partir de una disolución 

conocida de albúmina bovina (2 g/l), cuyo intervalo de concentración fue de 0,05 a 0,7 g/l. 

De forma paralela se prepararon las muestras en las que se quería determinar el contenido 

proteíco. Para ello se diluyeron 20 l de muestra con 20 l agua bidestilada, completando un 

volumen de 40 l. A continuación se añadieron, tanto a las muestras como a la recta patrón, 2 ml 

de reactivo BCA (Pierce, U.S.A.) compuesto por 50 volúmenes de reactivo A (carbonato de sodio, 

bicarbonato de sodio, ácido bicinconínico y tartrato de sodio en 0,1 M de hidróxido de sodio) y 

un volumen de B (sulfato cúprico). Las muestras se procesaron por triplicado y la recta patrón por 

duplicado. La placa se incubó a 37 ºC durante 30 min y, posteriormente, se dejó reposar a 

temperatura ambiente. Hasta la lectura se mantuvo la placa en oscuridad para evitar que se 

degradaran los compuestos presentes en la placa. Los valores de absorbancia se midieron en un 

espectrofotómetro (BioPhotometer, Eppendorf, Hamburg, Alemania) a 562 nm. Este 

espectrofotómetro proporciona automáticamente los valores proteicos de las muestras al 

extrapolar sus absorbancias con las de la curva patrón mediante regresión no lineal. 

  

3.5.3 Electroforesis  

 

Para la separación de las proteínas se utilizó la técnica de electroforesis en geles de poliacrilamida 

en condiciones desnaturalizantes SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis) (Laemmli, 1970). 

 

Los geles de poliacrilamida son soportes restrictivos que evitan la convección y minimizan la 

difusión, además participan directamente en el proceso de separación de las muestras. Se preparan 

de modo que sus poros sean de un tamaño comparable al de las proteínas de manera que produzcan 

un efecto de tamizado molecular. Los geles de poliacrilamida se preparan a partir de un compuesto 

monomérico de bajo peso molecular (acrilamida) que polimeriza en largas cadenas. Para unirlas 

se utiliza la N,N’-metilen bisacrilamida en una relación arcrilamida:bisacrilamida constante de 

37,5:1. El parámetro decisivo que determina el reticulado del gel es la concentración total de 

monómeros (acrilamida + bisacrilamida). 

 

Por otra parte, el SDS (CH3 (CH2)10 CH2 = SO3
-Na+) interacciona con la gran mayoría de las 

proteínas por absorción no específica, formando complejos. En presencia de una concentración 

de SDS superior a 8 mM cada gramo de proteína une 1,4 g de SDS, lo que equivale a la unión de 
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una molécula de SDS por cada dos residuos de aminoácidos. Como cada molécula de SDS 

proporciona una carga negativa (debido a su grupo SO4
-), las cargas propias de las proteínas 

quedan así enmascaradas o anuladas y los complejos proteína/SDS están cargados de forma 

uniforme. La carga por unidad de masa es prácticamente constante para todos los complejos 

proteína/SDS e hidrodinámicamente todos se comportan como elipsoides, de unos 18 Å de 

diámetro menor. Solo difieren en su longitud, acorde con el tamaño de cada proteína. La 

movilidad electroforética en estas condiciones desnaturalizantes está en función de la masa 

molecular de cada proteína. La separación ocurre principalmente como resultado del tamizado 

molecular a través del gel, de manera que cuanto menor sea la masa mayor será su movilidad. El 

campo eléctrico al que se someten las proteínas durante la electroforesis suministra la fuerza 

impulsora a través del tamizado molecular. La concentración de acrilamida en el gel determinará 

el rango de separación de las proteínas. El peso molecular de la proteína en estudio puede 

determinarse comparando su movilidad electroforética con estándares de peso molecular 

conocido. 

 

Se utilizaron geles con sistemas de tampón discontinuo en los que se pueden diferenciar dos 

zonas: un gel de concentración de muestras (stacking), no restrictivo, compuesto por 4 % 

acrilamida-bisacrilamida, 166 mM Tris-HCl, pH 6,8; 0,1 % SDS; 0,2 % persulfato amónico y 

0,08 % N,N,N,’,N’-tetrametiletilenodianmina (TEMED); y un gel de resolución o separación 

(running) compuesto por un 8 % de acrilamida-bisacrilamida, 0,75 M Tris-HCl, pH 8,8; 0,1 % 

SDS; 0,05 % persulfato amónico y 0,05 % TEMED. Los geles tenían un tamaño de 7x10 cm con 

1 mm de espesor y, en ellos, se cargaron entre  5-30 l de muestra, cargando un volumen final 

que contuviera 30 g/l de proteínas en cada muestra.  Así como se cargaron 3 pocillos con un 

pool de 20l (30 g/l de proteínas) formado por la mezcla de diferentes muestras de corteza 

parietal o hipocampo de ratas jóvenes, para normalizar los resultados de inmunodensidad 

obtenidos dentro de cada membrana. Se utilizaron peines de 15 pocillos, donde se cargaron 

muestras en todos los pocillos excepto en los dos correspondientes a los extremos. 

 

En cada gel se cargaron 5 l de un marcador estándar de pesos moleculares adecuado para la 

determinación de los pesos moleculares e identificación de la banda electroforética 

correspondiente a la proteína en estudio en cada caso. Se utilizó el marcador de peso molecular 

de proteínas PiNK (NIPPON Genetics Europe) constituido por 10 proteínas preteñidas que 

abarcan un rango de pesos moleculares entre 15 y 175  kDa. 

 

Una vez las muestras fueron cargadas en el gel de concentración se sometieron a una corriente 

continua de 80 voltios, y una vez dentro del gel de resolución la intensidad de la corriente se 
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aumentó hasta 110 voltios. El tiempo aproximado de electroforesis fue de unos 120 min, aunque 

depende del peso molecular de la proteína a estudiar. El tampón de electroforesis en el que estaban 

inmersos los geles estaba compuesto por: 0,3 % Tris base; 1,44 % glicina; 0,1 % de SDS, el pH 

de este tampón es de 8,5-8,6. 

 

 

 

 
 

Figura 29. Material para la realización de electroforesis y esquema de un dispositivo de SDS-PAGE, dónde se 

observa el gel de apilamiento y el gel resolutivo. 

 

 

 

3.5.4  Electrotransferencia (western blot)  

 

Tras la electroforesis, las proteínas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa con un 

diámetro de poro de 0,45 m, un medio más estable y rígido, aplicando un campo eléctrico 

perpendicular al plano del gel, proceso conocido como western blot. Una vez en la membrana, las 

proteínas están accesibles (lo que no ocurre en el gel) para interaccionar con otras moléculas que 

permitan su identificación. En este caso se utilizó anticuerpos para su identificación y la técnica 

recibe el nombre de immunoblotting. Esta técnica se basa en la capacidad que poseen los 

anticuerpos en reconocer de forma específica determinadas proteínas que actúan como antígenos. 

Es necesario poseer anticuerpos monoclonales o policlonales capaces de reconocer epítopos de 

antígenos desnaturalizados. Los anticuerpos se unen al epítopo mediante fuerzas de atracción no 

covalentes (puentes de hidrógeno, fuerzas de Van der Waals, interacciones iónicas e 

hidrofóbicas), de modo que el complejo antígeno-anticuerpo está en constante equilibrio con 

formas libres de ambos componentes. 

 

Para realizar la electrotransferencia, el gel y la membrana de nitrocelulosa se colocan 

emparedados entre un conjunto de hojas de papel de filtro (3MM Whatman) y esponjas, sujeto 

por un armazón de plástico y sumergido en el tampón de transferencia (25 mM Tris-HCl, pH 8,4; 
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60 mM glicina; 20 % metanol). El proceso de transferencia se realizó a 10 voltios durante 45 min 

(Figura 30). 

 

Transcurrido ese tiempo, las membranas de nitrocelulosa fueron incubadas durante 1 hora a 

temperatura ambiente en una solución bloqueadora que consistió en tampón TBS (137 mM NaCl, 

2,7 mM KCl, 12 mM Na2HPO4, 1,38 mM KH2PO4, 0,1 % tween 20, pH 7,4) que contenía un 5 % 

de leche en polvo desnatada y 0,1 % Tween 20 (monolaureato de polioxietilenosorbitan). Las 

proteínas de la solución bloqueadora deben unirse inespecíficamente a todas las porciones de 

membrana que no han adsorbido proteínas procedentes del gel tras la electrotransferencia. Este 

bloqueo evita la unión inespecífica de los anticuerpos a la membrana e incrementa la probabilidad 

de que solo se unan a sus respectivos antígenos. 

 

El método de detección utilizado en estos experimentos es el método indirecto. Tras el bloqueo 

de las uniones inespecíficas las membranas de nitrocelulosa fueron incubadas durante unas 13 a 

16 horas (o/n over night) a 4 ºC con una suave y continua agitación, con el anticuerpo primario 

específico contra la proteína analizada  inmovilizada en la membrana. También se repite el mismo 

proceso, para las proteínas totales y el control de carga -tubulina. Tras una serie de lavados de 

las membrana (al menos 3 de 5 min) en tampón TBS-tween, se incubaron con el anticuerpo 

secundario, que reconoce de forma específica el anticuerpo primario utilizado, durante 2 horas. 

Este anticuerpo secundario se obtiene contra inmunoglobulinas de la especie animal en la cual se 

ha obtenido el anticuerpo primario. Los anticuerpos secundarios utilizados en estos experimentos 

reconocen inmunoglobulinas de conejo excepto algún caso en el que reconocen inmunoglobulinas 

de ratón (por ejemplo para detectar -tubulina). El anticuerpo secundario está unido 

covalentemente a un sistema de detección que en este caso fue un sistema enzimático. Se 

utilizaron anticuerpos secundarios unidos covalentemente a peroxidasa de rábano. 

 

 

Figura 30. Equipo de transferencia y esquema representativo de la realización de la electrotransferencia.  

 



Materiales y métodos 

 

69 

 

Por último, se realizaron 3 lavados de 5 min con tampón TBS-tween  y se procedió a la detección 

de la señal quimioluminiscente mediante el uso de un compuesto especifico preparado 

diariamente (en el siguiente apartado se detalla la composición). 

 

Para la detección inmunológica de las proteínas no fosforiladas (totales) se utilizaron las mismas 

membranas de nitrocelulosa en las que previamente se habían detectado, con los anticuerpos 

adecuados, las formas fosforiladas de estas proteínas. Para ello, se utilizó la técnica conocida con 

el nombre de stripping immunoblot, que permite eliminar los anticuerpos utilizados prevíamente 

y reutilizar las membranas para la detección de otras proteínas. Para realizar stripping se 

mantienen las membranas durante 15 min a 37 ºC en el tampón de stripping (62,5 mM Tris-HCl, 

pH 6,8; 100 mM 2-mercaptoetanol; 2 % SDS). A continuación se realizan sucesivos lavados con 

tampón TBS-tween 20 (3-4 lavados de unos 5 min), hasta eliminar completamente el tampón de 

stripping. Luego se vuelve a bloquear las uniones inespecíficas mediante una solución 

bloqueadora realizada con tampón TBS-tween  y 5 % de leche en polvo desnatada. Y se vuelve a 

incubar con los anticuerpos primarios y secundarios específicos para las proteínas que se pretende 

analizar. Se realizaron un máximo de 3 incubaciones con anticuerpos distintos siguiendo siempre 

la misma secuencia de incubación: forma fosforilada de la proteína analizada, proteína total y por 

último -tubulina.  

 

3.5.5 Sistema de detección  

 

La inmunoreactividad fue detectada mediante un sistema de quimioluminiscencia amplificada 

(ECL, Enhanced Chemiluminiscence). Las membranas de nitrocelulosa se incubaron durante un 

minuto a temperatura ambiente con los reactivos de revelado compuestos por luminol y ácido 

cumárico consistente en las siguientes soluciones: solución 1: 2,5 mM luminol, 0,4 mM ácido p-

cumárico, 0,1 M Tris-HCl (pH 8,5); solución 2: 0,1 M Tris-HCl (pH 8,5), 0,2mM H2O2. Para el 

revelado de las membranas se combinaron ambas soluciones a razón 1:1. Uno de los principales 

componentes de estos reactivos es el luminol. La enzima peroxidas de rábano que lleva unido el 

anticuerpo secundario cataliza la reacción de oxidación del luminol (diacilhidracida cíclica) en 

presencia de peróxido de hidrógeno (Figura 31A). Tras esta reacción de oxidación, el luminol 

pasa a ser un compuesto intermedio inestable que decae con emisión de luz. Un agente fenólico 

de amplificación, incluido en los reactivos de revelado, es capaz de amplificar más de cien veces 

la intensidad de esta luz emitida. 

 

La señal quimioluminiscente emitida por este sistema llega a un máximo de intensidad entre los 

5-20 primeros minutos y posteriormente decae lentamente con una semivida de emisión de unos 

60 min (Figura 31B). La mezcla de revelado se vertió entonces sobre la zona de la membrana 
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donde se encontraban las proteínas de interés y se incubó durante 1 minuto en la oscuridad. A 

partir de ese momento se analizó la emisión de luz por parte de las membranas mediante el sistema 

de captura de imágenes por quimioluminiscencia GeneGnome XRQ (Syngene, USA). En el caso 

de los experimentos presentados en este trabajo el tiempo de exposición fue distinto (entre 1 min 

y 20 min)  dependiendo de la proteína a estudiar y los anticuerpos utilizados. 

 

A) 

 

B) 

 

Figura  31. Sistema de detección de proteínas por quimioluminiscencia utilizando el sistema ECL. A) Las membranas 

de nitrocelulosa son incubadas primero con el anticuerpo primario y seguidamente con el anticuerpo secundario 

conjugado con el enzima peroxidasa de rábano. La luz emitida por quimioluminiscencia es detectada al incubar las 

membranas con los reactivos ECL y exponerlas a una película fotográfica. B) Reacción de oxidación del luminol por 

acción del peróxido de hidrógeno catalizado por la peroxidasa de rábano. La luz producida por este sistema llega a un 

máximo de emisión entre los 5-20 min y decae lentamente con una semivida de 60 min.  

 

 

3.5.6 Cuantificación  fotodensitométrica 
 

El análisis de las imágenes fue realizado con el programa de dominio público NIH Image 

program, desarrollado por U.S. National Institutes of Health y accesible de forma gratuita en la 

página web http://rsb.info.nih.gov/nih-image/. De esta manera se obtienen los valores de densidad 

óptica integrada (DOI) que resultan de la suma de píxeles que forman la banda inmunoreactiva. 

Un píxel es un punto definido por las coordenadas (x, y, z), donde (x) e (y) son los ejes 

perpendiculares que sitúan al punto en un plano y (z) el eje perpendicular a dicho plano que 

representa la intensidad del punto dentro de una escala de grises de 256 tonalidades. 
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Con el objetivo de normalizar los valores de DOI dentro de cada membrana, se compararon en el 

mismo gel los niveles de inmunodensidad de la proteína diana en el tejido y tratamiento estudiado  

respecto un control interno pool formado por un mix de muestras de corteza parietal o hipocampo 

de ratas jóvenes. La cuantificación de cada muestra se realizó al menos 4 veces en diferentes 

geles; cada gel cargado con diferentes muestras cerebrales de ratas control o tratadas con los 

distintos fármacos. Finalmente, se calculó la variación en la inmunoreactividad de cada rata 

sometida a cada tratamiento específico respecto a las muestras control (100 %) en distintos geles. 

Y se usó el valor promedio como la estimación final. 

 

Se comprobó la linealidad de la DOI frente a la concentración de proteína total, en un rango 

comprendido entre 15 μg y 52,5 μg. Para ello se utilizaron los anticuerpos anti-SIRT1 y F-. 

Una vez comprobada la linealidad, se eligió para cargar en cada gel una concentración de 

proteínas que diera una buena señal, para posteriormente poder cuantificar las imágenes obtenidas 

de cada experimento. Esta concentración fue de 30 μg de proteína. 
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Figura 32. Rectas patrón de pool de hipocampo de ratas jóvenes con los anticuerpos: a) anti-SIRT1 y b) NF-B. La 

recta viene dada por los valores promedio de las DOI de las muestras.  
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3.6 Análisis matemático de los resultados  

 

Todos los resultados fueron analizados con el programa GraphPad PrismTM versión 5.0. 

(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). Los resultados se expresan como la  media ± el 

error estándar de la media (SEM).  

 

Para la evaluación estadística de los resultados se utilizó el análisis de la varianza (ANOVA), 

seguido de los test post hoc de Scheffé, Newman-Keuls o Fisher cuando se compararon más de 

dos grupos experimentales, o se utilizó el test t de Student cuando se realizó la comparación 

estadística de dos grupos de animales. En algunos casos para la comparación estadística de los 

datos comportamentales (al estudiar diferencias respecto al mismo animal) se utilizó una ANOVA 

de medidas repetidas seguida de alguno de los test post hoc citados anteriormente. Para analizar 

las estrategias seguidas en el laberinto de Barnes se utilizó el test de chi-cuadrado, por tratarse de 

una variable cualitativa. El análisis de correlación lineal entre parámetros cuantitativos se expresó 

mediante el coeficiente de correlación r de Pearson. En todos los casos se consideró como 

estadísticamente significativo un nivel mínimo de probabilidad p igual o inferior a 0,05. 
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3.7 Fármacos y otros reactivos 

 

A continuación se citan los fármacos y reactivos utilizados en los tratamientos y pruebas descritos 

anteriormente. 

 

3.7.1 Fármacos  

 

Se realizaron tratamientos crónicos con los siguientes fármacos antioxidantes:  

 

Fármaco 

 

Estructura química 

 

Resveratrol 

(3,4′,5-Trihydroxy-trans-stilbene, 5-((1E)-

2-(4-Hydroxyphenyl)ethenyl)-1,3-

benzenediol; Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA ) 

 

 

 

Silimarina 

((2R,3S)-3,5,7-Trihydroxy-2-((2R)-2-(4-

hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-

(hydroxymethyl)-2,3-dihydro-1,4-

benzodioxin-6-yl)-2,3-dihydro-4H-

chromen-4-one; Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA) 

 

 

 

Quercetina 

(2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-3,5,7-

trihydroxy-4H-1-benzopyran-4-one, 

3,3′,4′,5,6-Pentahydroxyflavone, Quercetin-

3-O-rhamnoside; Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA) 

 

 

 

Naringenina 

((±)-Naringenin, (±)-2,3-Dihydro-5,7-

dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-4H-1-

benzopyran-4-one, 4′,5,7-

Trihydroxyflavanone ; Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA) 

 

 

Tabla 6. Fármacos antioxidantes, nomenclatura y estructura química. 

Datos extraídos de: http://www.sigmaaldrich.com 
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Para disolver los fármacos anteriores se utilizó aceite de maíz  (corn oil)  como medio de 

disolución para compuestos grasos solubles (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). 

 

 

Fármaco 

 

Estructura química 

 

Clorhidrato de 3-hidroxibenzil-

hidrazina (NSD 1015) 

(3-Hydroxybenzylhydrazine dihydrochloride;  

Sinónimo: α-Hydrazino-m-cresol dihydrochloride, 

3-(Hydrazinomethyl)phenol dihydrochloride, NSD-

1015; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA ) 
 

 

Tabla 7.  Nomenclatura y estructura química del NSD 1015.  

Datos extraídos de: http://www.sigmaaldrich.com 
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3.7.2 Anticuerpos  

 

Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios por orden alfabético:  

 

 

p-Akt 

 

El anticuerpo policlonal (IgG de conejo) contra la 

proteína fosforilada de 60 kDa p-Akt (Ser473), fue 

suministrado por Cell Signaling Technology, Inc. 

(Beverly, USA) (número de catálogo: 9271S, lote: 

13). Este anticuerpo procede de la inmunización de 

conejos con un fosfopétido sintético (KLH-

acoplado) correspondiente a los residuos 

colindantes a la Ser473 de Akt de ratón. Es apto 

para usarlo en la técnica inmunológica de western 

blot y se conservó a -20 ºC hasta su utilización. 

 

 
 

Figura 33. Membrana de western blot 

representativa de la proteína p-Akt. 

 

 

 

Akt 
 

El anticuerpo policlonal (IgG de conejo) contra la 

proteína de 60 kDa Akt, que detecta la proteína Akt 

independientemente de su estado de fosforilación 

(Akt total), fue suministrado por Cell Signaling 

Technology, Inc. (Beverly, USA) (número de 

catálogo: 9275S, lote: 25). Este anticuerpo procede 

de la inmunización de conejos con un péptido 

sintético correspondiente a la secuencia carboxi-

terminal de Akt de ratón. Es apto para usarlo en la 

técnica inmunológica de western blot y se conservó 

a -20 ºC hasta su utilización. 

 

 
 

Figura 34. Membrana de western blot 

representativa de la proteína Akt. 
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p-ERK1/2 
 

El anticuerpo monoclonal (IgG de conejo) contra 

la proteína fosforilada de 42 y 44 kDa p-p44/42 (p-

ERK1/2), fue suministrado por Cell Signaling 

Technology, Inc. (Beverly, USA) (número de 

catálogo: 9101S, lote: 27). El anticuerpo reconoce 

ERK1/2 cuando la Thr202 y/o Tyr204 de ERK1 

está fosforilada y/o cuando la Thr185 y la Tyr187 

de ERK2 están fosforilada. El anticuerpo procede 

de la inmunización de conejos con un péptido 

sintético correspondiente a los residuos colindantes 

a Thr202/Tyr204 de p44 MAP quinasa de 

humanos. Es apto para usarlo en la técnica 

inmunológica de western blot y se conservó a -20 

ºC hasta su utilización. 

 
 

 

 

 

Figura 35. Membrana de western blot 

representativa de la proteína p-ERK1/2. 

 

 

 

ERK1/2 
 

El anticuerpo monoclonal (IgG de conejo) contra 

la proteína total de 42 y 44 kDa, p44/42 (ERK1/2), 

que detecta la proteína ERK1/2 

independientemente de su estado de fosforilación 

(ERK total), fue suministrado por Cell Signaling 

Technology, Inc. (Beverly, USA) (número de 

catálogo: 9102S, lote: 18). Este anticuerpo procede 

de la inmunización de conejos con un péptido 

sintético correspondiente al residuo cercano al 

extremo C-terminal de p44 MAP quinasa de rata. 

Es apto para usarlo en la técnica inmunológica de 

western blot y se conservó a -20ºC hasta su 

utilización. 

 
 

 

Figura 36. Membrana de western blot 

representativa de la proteína ERK1/2. 
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p-MEK1/2 
 

El anticuerpo policlonal (IgG de conejo) contra la 

forma fosforilada de la proteína de 45 kDa p-

MEK1/2, fue suministrado por Cell Signaling 

Technology, Inc. (Beverly, USA) (número de 

catálogo: 9122, lote: 10). El anticuerpo reconoce 

MEK1/2 cuando la serina 217 y/o la serina 221 

están fosforilada. Los anticuerpos policlonales de 

p-MEK1/2 se obtienen por inmunización de 

conejos con un  fosfo-péptido sintético (KLH-

acoplado) correspondiente a los residuos cercanos 

a Ser217/221 de MEK1/2 de humanos. Es apto para 

usarlo en la técnica inmunológica de western blot 

y se conservó a -20 ºC hasta su utilización. 

 
 

 

Figura 37. Membrana de western blot 

representativa de la proteína p-MEK1/2. 

 

 

 

MEK1/2 
 

El anticuerpo monoclonal (IgG de conejo) contra 

la proteína de 45 kDa total de MEK1/2, que detecta 

la proteína MEK1/2 independientemente de su 

estado de fosforilación (MEK1/2 total), fue 

suministrado por Cell Signaling Technology, Inc. 

(Beverly, USA) (número de catálogo: 91215, lote: 

19). Este anticuerpo procede de la inmunización de 

conejos con un péptido sintético correspondiente a 

la secuencia  MEK1/2 de humanos. Es apto para 

usarlo en la técnica inmunológica de western blot 

y se conservó a -20 ºC hasta su utilización. 

 
 

Figura 38. Membrana de western blot 

representativa de la proteína MEK1/2. 
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p-mTOR 
 

El anticuerpo policlonal (IgG de conejo) que 

detecta la proteína de 289 kDa p-mTOR (Ser2448), 

fue suministrado por Millipore (Alemania) 

(número de catálogo: 09-213, lote: 

DAM1805276). Reconoce mTOR cuando la 

Ser2448 está fosforilada. Este anticuerpo procede 

de la inmunización de conejos con un fosfopétido 

sintético que comprende la Ser2448 fosforilada de 

mTOR de humanos. Es apto para usarlo en la 

técnica inmunológica de western blot y se 

conservó a -20 ºC hasta su utilización. 

 

 

Figura 39. Membrana de western blot 

representativa de la proteína p-mTOR. 

 

 

 

 
p-NF-B 

 

El anticuerpo policlonal (IgG de conejo) contra la 

proteína de 65 kDa p-NF-B (p-p65), que reconoce 

la fosforilación de la serina (ser276), fue 

suministrado por Santa Cruz Biotechnology 

(Dallas, USA) (número de catálogo: sc-101749, 

lote: C3012). Este anticuerpo procede de la 

inmunización de conejos con un fosfopétido 

sintético del extremo C-terminal fosforilado de la 

proteína  NF-B de humanos. Es apto para usarlo 

en la técnica inmunológica de western blot y se 

conservó a -20 ºC hasta su utilización. 

 
Figura 40. Membrana de western blot 

representativa de la proteína p-NF-B. 
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NF-B 
 

El anticuerpo policlonal (IgG de conejo) contra la 

proteína de 65 kDa NF-B (p65), que reconoce la 

serina (ser276) independientemente de su estado de 

fosforilación, fue suministrado por Santa Cruz 

Biotechnology (Dallas, USA) (número de 

catálogo: sc-372, lote: L1610). Este anticuerpo 

procede de la inmunización de conejos con un 

fosfopétido sintético del extremo C-terminal de la 

proteína  NF-B de humanos. Es apto para usarlo 

en la técnica inmunológica de western blot y se 

conservó a -20 ºC hasta su utilización. 

 

 
 

 

Figura 41. Membrana de western blot 

representativa de la proteína NF-B. 

 

 

 

NF-B p65 (acetyl K310) 
 

El anticuerpo policlonal (IgG de conejo) que 

reconoce la lisina 310 acetilada de la proteína de 65 

kDa NF-B p65 (acetyl K310), fue suministrado 

por Abcam (USA) (número de catálogo: ab52175, 

lote: GR45081-2S).  Se obtiene por purificación de 

suero de conejo utilizando un epítopo especifico 

para la forma acetilada de la lisina 310 de NF-B. 

Es apto para usarlo en la técnica inmunológica de 

western blot y se conservó a -20 ºC hasta su 

utilización. 

 

 
Figura 42. Membrana de western blot 

representativa de la proteína NF-B acetilada. 
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SIRT1 
 

El anticuerpo policlonal (IgG de conejo) que 

detecta la proteína de 110 kDa y 75 kDa SIRT1, fue 

suministrado por Millipore (Alemania) (número de 

catálogo: 07-131, lote: 2428681).  Este anticuerpo 

se une a los aminoacidos 1-131 de ratón de SIRT1.  

Así como detecta otra banda de 75 kDa 

correspondiente a SIRT1 75 kDa. Este anticuerpo 

procede de la inmunización de conejos con un 

péptido sintético que contiene los aminoácidos 1-

131 de SIRT1 de ratón.  Es apto para usarlo en la 

técnica inmunológica de western blot y se conservó 

a -20 ºC hasta su utilización. 

 

 

 

 

 

Figura 43. Membrana de western blot 

representativa de la proteína SIRT1. 

 

 

 

 

 

 -tubulina 
 

El anticuerpo monoclonal (isotipo IgG1 de ratón) 

que detecta la proteína de 55 kDa -tubulina, fue 

suministrado por Pierce (USA) (número de 

catálogo: PA186602, lote: PJ1886651). Este 

anticuerpo reconoce un epítopo localizado en el 

extremo C-terminal de la isoforma de -tubulina 

en una variedad de organismos. Este anticuerpo es 

derivado del hibridoma B-5-1-2 producido por 

fusion de células de mieloma y esplenocitos, en un 

ratón inmunizado. Es apto para usarlo en la técnica 

inmunológica de western blot y se conservó a -20 

ºC hasta su utilización. 

 

 
 

 

Figura 44. Membrana de western blot 

representativa de la proteína -tubulina. 
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Para incubar entre 12-16 horas las membranas de nitrocelulosa, se utilizaron diluciones de 1:1000 

para cada anticuerpo primario. 

 

Para detectar todos los anticuerpos primarios anteriores (excepto -tubulina) se utilizó el 

anticuerpo secundario conjugado con el enzima peroxidasa de rábano, constituido por anti-

inmunoglobulinas de conejo, fue suministrado por Cell Signaling Technology, Inc. (Beverly, 

USA) (número de catálogo: PA186602, lote: PJ1886651). Es apto para usarlo en la técnica 

inmunológica de western blot y se conservó a -20 ºC hasta su utilización. La dilución que se 

utilizó para incubar las membranas con los anticuerpos primarios fue 1:5000.  

 

Para detectar el anticuerpo primario -tubulina se utilizó el anticuerpo secundario conjugado con 

el enzima peroxidasa de rábano, constituido por anti-inmunoglobulinas de ratón, que fue 

suministrado por Pierce (USA) (número de catálogo: 1858413, lote: HA102346). Es apto para 

usarlo en la técnica inmunológica de western blot y se conservó a 4 ºC hasta su utilización. La 

dilución que se utilizó para incubar las membranas fue 1:1000. 

 

3.7.3 Otros reactivos 
 

A continuación se presenta una lista de otros reactivos utilizados en las técnicas anteriormente 

citadas y las casas comerciales que los suministraron, ordenados alfabéticamente:  

 

2-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich);  3-hidroxi-tiramina (DA, dopamina; Sigma-Aldrich); 5-

hidroxitriptófano (5-HTP; Sigma-Aldrich); 5-hidroxitriptamina (5-HT, serotonina; Sigma-

Aldrich); aceite de maíz (corn oil;  Sigma-Aldrich); ácido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC; 

Sigma-Aldrich); ácido 5-hidroxindol-3-acético (5-HIAA; Sigma-Aldrich); ácido homovanílico 

(HVA; Sigma-Aldrich); ácido octanesulfónico (OSA; Sigma-Aldrich); ácido ortofosfórico 85 % 

(PO4H3; Scharlau); ácido p-cumárico (Sigma-Aldrich); ácido perclórico 60 % (HClO4; Scharlau 

Chemie, Barcelona); ácido bicinconínico (Pierce, U.S.A.); acrilamida/bis-acrilamida (Pronadisa, 

España);  albúmina sérica bovina, fracción V (BSA; Sigma-Aldrich); azul de bromofenol (Sigma-

Aldrich); cloruro potásico (ClK; Sigma-Aldrich); cloruro sódico (NaCl; Sigma-Aldrich); dodecil 

sulfato sódico (SDS; Scharlau); EDTA dipotásico (K2-EDTA; Sigma-Aldrich); fosfato disódico 

(Na2HPO4; Sigma-Aldrich); fosfato monopotásico (KH2PO4; Sigma-Aldrich);  fosfato 

monosódico (NaH2PO4; Sigma-Aldrich); glicerol (Sigma-Aldrich); glicina (Sigma-Aldrich);  

H2O2 (Sigma-Aldrich); hidróxido sódico (NaOH; Sigma-Aldrich); L-3,4-dihidroxifenil-alanina 

(L-DOPA; Sigma-Aldrich); leche en polvo desnatada (Asturiana S.A., España); luminol (Sigma-

Aldrich); marcador de pesos moleculares PiNK (NIPPON Genetics Europe, Alemania); 

membrana de nitrocelulosa 0,45 m (Amersham Place, UK); metanol 96 % (Scharlau); metanol 
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multisolvent (Scharlau); metabisulfito sódico (Na2S2O5; Merck & Co. Inc., Whitehouse station, 

NJ, USA); mezcla de inhibidores de fosfatasas y proteasas (referencia: 78440, Pierce, USA); (-)-

noradrenalina (NA; Sigma-Aldrich); ortovanadato sódico (Sigma-Aldrich); persulfato amónico 

(APS; Sigma-Aldrich); reactivo BCA (Pierce, U.S.A.) compuesto por reactivo A (carbonato de 

sodio Na2CO3, bicarbonato de sodio NaHCO3, tartrato de sodio Na2C4H4O6, hidróxido de sodio 

NaOH) y B (sulfato cúprico); temed (Bio-Rad); tris-HCl (Sigma-Aldrich); tween-20 (Sigma-

Aldrich). 



 

 

83 

 

 

 

 

 

4. RESULTADOS  

 



 

 

 



Resultados 

 

85 

 

A continuación se presentan los resultados obtenidos a lo largo de este trabajo sobre el estudio 

del envejecimiento cerebral y del efecto de los tratamientos con los polifenoles resveratrol, 

silimarina, quercetina y naringenina en ratas viejas como una posible estrategia para retrasar el 

envejecimiento cerebral. Los resultados están estructurados en tres grandes ejes correspondientes 

a los tres primeros objetivos específicos de la tesis, en el siguiente orden: en primer lugar, se 

presentan los resultados sobre el efecto del envejecimiento y de los polifenoles citados 

anteriormente sobre las capacidades cognitivas (que incluye la memoria de trabajo espacial, 

memoria episódica, y aprendizaje viso-espacial) y las capacidades motoras; en segundo lugar 

sobre la síntesis y metabolismo de neurotransmisores monoaminérgicos (sistema 

catecolaminérgico y serotonérgico) en las principales regiones implicadas en los procesos 

cognitivos como son hipocampo, estriado, y también en la glándula pineal; y por último, sobre la 

modulación de vías de señalización y proteínas implicadas en envejecimiento e inflamación como 

son MAPK (ERK, MEK), Akt, mTOR, NF-B, SIRT1. Dependiendo de la proteína a estudiar se 

ha analizado una o varias regiones cerebrales como son hipocampo, estriado, corteza frontal y 

parietal. Dichos resultados, son precedidos por un breve análisis sobre algunos parámetros 

generales de los animales de experimentación. 

 

En cada gran apartado se explican primero los resultados de los tratamientos con resveratrol y a 

continuación los resultados de los tratamientos con los polifenoles silimarina, quercetina, y 

naringenina. Este orden es debido al orden cronológico en el que se realizaron los experimentos. 

Además el resveratrol es el polifenol que mayor interés ha suscitado hasta el momento, el más 

estudiado y por tanto en el que se conocen un mayor número de propiedades beneficiosas (revisión 

Baur y Sinclair, 2006 b). Los polifenoles silimarina (Nencini y cols., 2007), quercetina (Boots y 

cols., 2007; Haleagrahara y cols., 2009; Queen y cols., 2010; Toumi y cols., 2013; Angeline y 

cols., 2014) y naringenina (Hirai y cols., 2007; Chao y cols., 2010; Rahigude y cols., 2012) 

también se ha demostrado que tienen propiedades beneficiosas sobre la salud, pero existe menos 

información sobre su mecanismo de acción que en el caso del resveratrol. De esta forma el estudio 

de los tratamientos con resveratrol nos sirve de base para estudiar el efecto de los tratamientos 

con los polifenoles silimarina, quercetina y naringenina, además de permitirnos establecer la 

posible existencia de algún mecanismo de acción común en todos los polifenoles estudiados. En 

todos los casos se ha incluido un grupo control de ratas jóvenes para mostrar los efectos de la 

edad en las diferentes pruebas. 
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4.1 PARÁMETROS FISIOLÓGICOS GENERALES DE LOS ANIMALES DE 

EXPERIMENTACIÓN 

 

Durante el envejecimiento las ratas macho alcanzan un peso considerable, así como se observa 

un cambio en la tonalidad del pelo que se hace amarillento. Además, los animales de edad 

avanzada son susceptibles a desarrollar enfermedades diversas. Antes y durante los días de 

tratamientos realizados en este estudio se registraron de forma rutinaria el peso y la ingesta de 

cada uno de los animales, además se observó el aspecto general de cada uno de ellos durante las 

manipulaciones a las que fueron sometidos. Una pérdida excesiva de peso o de pelo, así como 

síntomas de dolor agudo al ser manipuladas, se ha considerado como factores de exclusión para 

el estudio.  A lo largo de uno de los tratamientos con resveratrol además del peso corporal y la 

ingesta se determinó la temperatura corporal y la actividad locomotora espontánea. 

 

Para estudiar el efecto del envejecimiento y del resveratrol sobre el envejecimiento, se realizó una 

administración crónica de 30 días con aceite de maíz (1 ml/kg/día, i.p) en ratas control jóvenes (3 

meses) y viejas (20 meses), y un tratamiento crónico con resveratrol disuelto en aceite de maíz 

(20 mg/kg/día, i.p) en ratas viejas (20 meses) durante el mismo periodo de tiempo. Como era de 

esperar, el peso de los animales jóvenes control se vio incrementado durante el experimento (de 

327 ± 4,93 g al inicio del experimento, hasta 438 ± 6,45 g el día 30). No se observaron cambios 

en el peso de los animales viejos control (518 ± 38 g el día inicial de tratamiento y 516 ± 32 g el 

día final del tratamiento), ni en los animales viejos tratados con resveratrol (537 ± 24 g el día 

inicial del tratamiento y 524 ± 30 g el día final del tratamiento) (Figura  45A).  

 

En concordancia con estos datos, el tratamiento con resveratrol no alteró la ingesta de los animales 

tratados. La ingesta promedio de comida para el grupo viejas tratadas con resveratrol (15,6 ± 0,5 

g de pienso/día) fue similar a la del grupo de ratas viejas control (14,8 ± 1,5 g de pienso/día). 

Antes de realizar la prueba del laberinto radial fueron sometidos a ayuno todos los animales. El 

objetivo del ayuno fue conseguir un buen nivel motivacional para que los animales pudieran 

completar la prueba, ya que al final de cada brazo del laberinto se encontraban pequeñas 

cantidades de comida que eran el refuerzo para que el animal entrara en cada brazo del laberinto. 

En concreto, se realizó en tres momentos del tratamiento un período de 24 h de ayuno en ratas 

jóvenes, y 48 h de ayuno en ratas viejas. Estos períodos de ayuno tuvieron lugar 24 y 48 h antes 

de iniciar la primera administración de resveratrol, los días 14 y 29 del tratamiento en las ratas 

jóvenes y los días 13 y 28 del tratamiento en las ratas viejas. En estos períodos de ayuno todos 

los animales sufrieron una disminución promedio de peso similar: 5,3 ± 0,3 g en animales jóvenes 

a los que se les administro aceite de maíz,  6,07 ± 0,37 g en animales viejos control a los que se 

les administró aceite de maíz, y 5,96 ± 0,32 g en animales viejos tratados con resveratrol. A partir 
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de esta pérdida de peso similar en todos los animales se consideró adecuado el período de ayuno 

de 24 h para las ratas jóvenes y de 48 h para las viejas. 

 

La temperatura corporal se registró mediante la incorporación de termistores en el abdomen de 

las ratas (ver materiales y métodos apartado 3.1, para más información sobre el protocolo de 

inserción de los termistores). Los termistores registraron la temperatura cada 30 min, durante todo 

el tratamiento. No se observaron cambios significativos en la temperatura corporal a lo largo del 

tratamiento en las ratas jóvenes y viejas control, ni tras el tratamiento con resveratrol en animales 

viejos.  La temperatura promedio diaria para todos los animales fue 36,9 ± 0,04 ºC (Figura 45B). 

Sin embargo, si se observó una variación normal de la temperatura corporal a lo largo del día 

siguiendo ciclos periódicos. Este comportamiento periódico de la temperatura está dentro de la 

normalidad fisiológica para el tipo de animales con los que se trabajó (Li y cols., 1995).  

 

Además, se registró y analizó cronobiologicamente la actividad locomotora espontánea.  La 

Figura  45C muestra un actograma representativo de ratas viejas durante los días de experimento. 

Este tipo de gráfico es comunmente utilizado en investigación de ritmos circadianos para analizar 

la actividad frente al tiempo y muestra los ciclos de actividad-reposo. Los actogramas de la 

Figura 45C muestran que los dos grupos experimentales de ratas viejas, controles y tratadas 

crónicamente con resveratrol, se mantuvieron siguiendo el ciclo normal de luz/oscuridad y no se 

observaron diferencias significativas entre los dos grupos. Un actograma similar fue obtenido en 

el caso de los animales jóvenes (datos no mostrados). Los actogramas que se observan son un 

típico ejemplo de animales con actividad nocturna, ajustados al ciclo luz-oscuridad, con mayor 

actividad durante la fase oscura que en la fase de luz.  
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Figura 45. A) Peso corporal (promedio ± SEM; registrado entre las 8:00 y 9:00 h) de los animales viejos (n=6) tratados 

con resveratrol (20 mg/kg/día, i.p, n=6) durante 30 días (línea punteada) y su grupo control al que se le administró 

aceite de maíz (1 ml/kg/día, i.p) (línea contínua). La reducción del peso corporal observada se debe antes de iniciar los 

tratamientos, a los 13 y a los 28 días a los períodos de ayuno para adquirir un buen nivel motivacional para realizar la 

prueba de laberinto radial. B) Evolución del promedio de la temperatura corporal en ratas viejas tratadas con resveratrol 

(20 mg/kg/día, i.p) durante 30 días (línea punteada) y su control al que se le administró aceite de maíz (1 ml/kg/día, i.p) 

(línea contínua). C) Actogramas representativos y sincronización de los animales con el ciclo de luz/oscuridad durante 

el tratamiento crónico con resveratrol (20 mg/kg/día, i.p) durante 30 días y su control al que se le administró aceite de 

maíz (1 ml/kg/día, i.p). Los datos son representados con un actograma de doble plot. Los animales estuvieron en un 

fotoperíodo de 12/12 horas de luz/oscuridad.  

 

 

Los tratamientos crónicos de 30 días con silimarina, quercetina y naringenina (20 mg/kg/día, i.p) 

en ratas viejas (18 meses) se realizaron simultáneamente, por lo que se utilizó un mismo grupo 

de animales jóvenes y viejos como control a los que se les administró vehículo (aceite de maíz 1 

ml/kg/día, i.p durante 30 días). 

 

Para los animales jóvenes se repiten los mismos cambios citados anteriormente, su  peso se vio 

incrementado durante el experimento (de 317 ± 6,93 g al inicio del experimento, hasta 454 ± 5,58 

g el día 30). No se observaron cambios significativos en el peso de los animales viejos control y 

tratados a lo largo del tratamiento (Figura 46). Como se observó anteriormente durante el 

tratamiento con resveratrol (Figura 45),  todos los animales sufrieron una disminución de peso 

debido al ayuno previo a la prueba del laberinto radial. Estos períodos de ayuno tuvieron lugar 48 

h antes de iniciar la primera administración del fármaco, el día 13 del tratamiento, y el día 28 del 

tratamiento en animales viejos. En estos períodos de ayuno todos los animales sufrieron una 

disminución promedio de peso similar  (Figura 46).  
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En cuanto a la ingesta, en concordancia con los datos de peso corporal la administración de 

polifenoles no alteró la cantidad de comida ingerida por los animales. La ingesta promedio de 

comida para el grupo de ratas viejas tratadas con silimarina (15,2 ± 1,5 g de pienso/día), 

naringenina (15,0 ± 1,2 g de pienso/día) y quercetina (15,8 ± 2,1 g de pienso/día) fue similar a la 

de las ratas viejas control (15,5 ± 1,9 g de pienso/día). 
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Figura 46. Variación del peso corporal respecto el peso inicial durante los tratamientos crónicos de 30 días con 

silimarina (n=5), quercetina (n=7) y naringenina (n=6) (20 mg/kg/día, i.p), y el correspondiente grupo control al que se 

le administró aceite de maíz (1 ml/kg/día, i.p). La gráfica representa el peso corporal (% del promedio ± SEM respecto 

el día inicial; medido diariamente entre las 8:00 y 9:00 a.m, justo antes de la administración de los tratamientos) de los 

animales sujetos a estos tratamientos. Reducción del peso corporal observado antes de iniciar los tratamientos, a los 13 

y a los 28 días debido a los períodos de ayuno para adquirir un buen nivel motivacional para realizar la prueba de 

laberinto radial. Para el análisis estadístico se utilizó one-way ANOVA seguido del test de Newman-Keuls. No se 

detectaron diferencias significativas entre los distintos grupos. 
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4.2 EFECTOS DE LOS TRATAMIENTOS CON LOS POLIFENOLES 

RESVERATROL, SILIMARINA, QUERCETINA Y NARINGENINA SOBRE LA 

CONDUCTA EN RATAS VIEJAS 

 

Para estudiar el efecto del envejecimiento y de los tratamientos con compuestos antioxidantes 

(resveratrol, silimarina, quercetina, y naringenina) a nivel cognitivo se realizaron una serie de 

pruebas comportamentales donde se utilizaron ratas jóvenes y viejas que recibieron vehículo y 

ratas tratadas con dichos polifenoles durante el mismo tiempo. En todos los tratamientos se realizó 

la prueba del laberinto radial (para estudiar la memoria de trabajo espacial) y la prueba de 

reconocimiento de objetos (para estudiar la memoria episódica), al inicio (el día anterior a la 

primera administración de fármacos), y final de tratamiento, y en algunos casos a los 15 días de 

tratamiento. Además, en los tratamientos con los polifenoles silimarina, quercetina y naringenina 

se añadió una prueba más, que es la prueba del laberinto de Barnes (para estudiar memoria 

espacial y aprendizaje), que se realizó a los 15 y 28 días de tratamiento. Por otro lado, en este 

apartado se presentarán los resultados de las pruebas sobre coordinación motora en todos los 

tratamientos al inicio, a los 15 y 30 días de tratamiento, ya que la coordinación motora también 

se ve muy afectada por el envejecimiento cerebral.   

 

4.2.1 Efecto agudo en ratas viejas de los tratamientos con resveratrol, silimarina, quercetina 

y naringenina sobre la memoria de trabajo (laberinto radial) 

 

En primer lugar, se realizó un tratamiento agudo con los distintos polifenoles objeto de estudio. 

Después de 60 minutos de la administración de aceite de maíz (1 ml/kg i.p) a las ratas control y 

de cada uno de los polifenoles, resveratrol, silimarina, quercetina y naringenina (20 mg/kg i.p) en 

ratas viejas (18 meses) de la misma edad, se realizó la prueba del laberinto radial. Se comprobó 

que no existen efectos agudos en la memoria de trabajo tras la aplicación de estos antioxidantes, 

ya que no se detectaron diferencias significativas entre tratamientos, ni tampoco respecto al grupo 

control ni en el tiempo para completar la prueba, ni en el número de errores cometidos durante la 

misma (tiempo: F(4, 28)=0,94, p=0,45; errores: F(4, 28)=0,35, p=0,84) (Figura 47). Por ello, no 

se realizaron otras pruebas comportamentales y se centró el estudio en el efecto de los tratamientos 

crónicos. 
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Figura 47. Efecto agudo sobre la memoria de trabajo en la prueba de laberinto radial en ratas viejas (18 meses) después 

de 60 minutos de la administración de resveratrol (n=5), silimarina (n=5), quercetina (n=7), y naringenina (n=6) (20 

mg/kg i.p), comparando con el grupo control viejas tratadas con aceite de maíz (1 ml/kg, i.p, n=6). Las barras 

representan el promedio ± SEM que se obtiene de (A) tiempo necesario para completar la prueba, y (B) la suma de 

errores (suma de brazos no visitados y repetidos) durante la prueba. Para el análisis estadístico se utilizó one-way 

ANOVA seguido del test de Newman-Keuls. No se detectaron diferencias significativas entre los distintos grupos. 

 

4.2.2 Efecto del envejecimiento y del tratamiento crónico con resveratrol en ratas adultas y 

viejas sobre la memoria de trabajo (laberinto radial) 

 

La prueba del laberinto radial se utiliza para evaluar la memoria de trabajo espacial en ratas. En 

este caso se utilizó para comprobar el deterioro que sufren los animales al envejecer, y estudiar el 

efecto del resveratrol en ratas adultas y viejas. 

 

Se estudió en primer lugar el efecto del tratamiento crónico durante 15 días con resveratrol (20 

mg/kg/día, i.p) en ratas adultas de 9 meses. El objetivo fue estudiar el efecto de la edad, y del 

tratamiento con resveratrol en una etapa intermedia de la vida de los animales, donde ya han 

llegado a la madurez de las capacidades cognitivas, pero aún están lejos del comienzo del declive 

cognitivo. Y de esta forma poder comparar resultados sobre la memoria de trabajo en tres 

momentos diferentes de la vida de los animales (a los 3 meses cuando son jóvenes, a los 9 meses 

cuando son adultos, y a los 20 cuando son viejos). Se realizó la prueba del laberinto radial un día 
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antes de iniciar la primera administración del tratamiento. A continuación se distribuyeron al azar 

los animales en dos grupos  a los que se les administraron  durante 15 días: aceite de maíz (1 

ml/kg/día, i.p) en ratas adultas control y resveratrol (20 mg/kg/día, i.p) en ratas de la misma edad. 

Al final del tratamiento con resveratrol, los animales disminuyeron significativamente (24,7 %) 

el tiempo necesario para completar la prueba así como el número de errores (42 %), respecto a su 

mismo grupo al inicio de tratamiento (tiempo: p=0,015; errores p=0,0014) (Figura 48). Como 

era de esperar las ratas jóvenes y adultas control a las que se les administró aceite de maíz no 

mostraron cambios a lo largo del tratamiento. Al final del tratamiento con resveratrol hubo una 

disminución significativa de tiempo (29 % y 25 %) y errores (41,5 % y 49,2 %), respecto al grupo 

control de jóvenes y de adultas, respectivamente (tiempo: F(2, 19)=5,51, p=0,01; errores F(2, 

19)=12,42, p=0,0007). Estos resultados podrían sugerir que el resveratrol puede mejorar el 

rendimiento cognitivo desde períodos anteriores al inicio del declive cognitivo, siendo incluso 

efectivo un tratamiento de 15 días.  
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Figura 48. Efecto sobre la memoria de trabajo en el laberinto radial del tratamiento crónico (15 días) con resveratrol 

(20 mg/kg/día, i.p) en ratas adultas (9 meses, n=6), y aceite de maíz (1 ml/kg/día, i.p) en ratas de la misma edad (n=5) 

y jóvenes (3 meses, n=8). Las barras representan (promedio ± SEM) de (A) tiempo para completar la prueba y (B) 

número total de errores (suma de brazos no visitados y visitados más de una vez). La prueba se llevo a cabo un día 

antes de iniciar los tratamientos crónicos y después de finalizarlos. Después de la prueba inicial, las ratas adultas se 

distribuyeron en dos grupos diferentes para iniciar el tratamiento crónico. Para el análisis estadístico se utilizo one-way 

ANOVA seguido del test de Newman-Keuls: *p≤0,05, **p≤0,01, cuando comparamos con el grupo control jóvenes el 

día 15; †p≤0,05, †††p≤0,001 comparando con el grupo control adultas el día 15. También t-test: #p≤0,05, ##p≤0,01 cuando 

comparamos cada grupo experimental al inicio y después de un tratamiento crónico. 

 

 

Los análisis iniciales en ratas jóvenes (3 meses) y viejas (20 meses), justo antes de comenzar la 

administración de los tratamientos crónicos, pusieron de manifiesto un deterioro cognitivo en la 

memoria de trabajo asociado a la edad. En este sentido, las ratas viejas necesitaron más del doble 

de tiempo para completar las pruebas que las ratas jóvenes y cometieron más errores (Figura 49).  
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Después de esta prueba inicial, las ratas viejas se distribuyeron al azar en dos grupos 

experimentales y se inició el tratamiento crónico (30 días) con resveratrol (20 mg/kg/día, i.p) y 

sus controles que recibieron aceite de maíz (vehículo) (1 ml/kg/día, i.p), al igual que las ratas 

jóvenes. En el día 15 de tratamiento no se encontraron diferencias significativas entre ratas 

tratadas con resveratrol y viejas control (no se muestran los resultados). En cambio a los 30 días  

el tratamiento crónico con resveratrol mejoró la memoria de trabajo. Estos animales al final del 

tratamiento mostraron una reducción de un 43 % del tiempo para completar la prueba, respecto a 

las ratas control de la misma edad el mismo día; y además, cometieron un 39 %  menos de errores 

totales respecto a las ratas control de la misma edad también el mismo día (Figura 49). Estos 

resultados sugieren que el tratamiento crónico con resveratrol podría estar relacionado con un 

efecto de preservación de la capacidad cognitiva, en este caso de la memoria de trabajo, 

reduciendo el declive cognitivo que normalmente se produce como consecuencia del 

envejecimiento. No se detectaron mejoras en ninguno de los parámetros del laberinto radial,  ni  

en las ratas viejas ni jóvenes a las que se les administró vehículo; aunque los animales jóvenes 

cometieron en la prueba final menos errores que en la prueba inicial. Las ratas viejas control 

tardaron en realizar la prueba tiempos similares al inicio y final, y a los 30 días cometieron casi 

el doble de errores que las jóvenes (Figura 49).  

 

 

 

 

Figura 49. Efecto sobre la memoria de trabajo en el laberinto radial del tratamiento crónico (30 días) con resveratrol 

(20 mg/kg/día, i.p, n=6) en ratas viejas (20 meses), y aceite de maíz (1 ml/kg/día, i.p) en ratas jóvenes (3 meses, n=8) 

y viejas (20 meses, n=6) control. Las barras representan (promedio ± SEM) de (A) tiempo para completar la prueba y 

(B) número total de errores (suma de brazos no visitados y visitados más de una vez). La prueba se llevó a cabo antes 

de iniciar los tratamientos crónicos y después de finalizarlos. Para el análisis estadístico se utilizo one-way ANOVA 

seguido del test de Fisher: *p≤0,05, cuando comparamos con el grupo control jóvenes; †p≤0,05, comparando con el 

grupo control viejas. También t-test $p≤0,05, cuando comparamos la prueba final respecto la inicial en cada grupo 

experimental. 
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4.2.3 Efecto del envejecimiento y del tratamiento crónico con resveratrol en ratas adultas y 

viejas sobre la memoria episódica (reconocimiento de objetos) 

 

La prueba de reconocimiento de objetos se utiliza para estudiar la memoria episódica en ratas. 

Constatando la existencia de cambios en la memoria de trabajo, decidimos comprobar si también 

hay cambios en la memoria episódica durante el envejecimiento y después de los tratamientos 

con resveratrol en ratas adultas y viejas. Se presentan los resultados en el mismo orden que en el 

apartado anterior. 

 

Esta prueba consta de dos grandes fases: fase de familiarización y fase de prueba. En la fase de 

familiarización, no se observaron diferencias significativas entre el tiempo que utilizaron para 

explorar los dos objetos idénticos, lo que indica que no hubo ningún tipo de preferencia por el 

objeto ya que ambos son nuevos para el animal, ni tampoco por su localización (no se muestran 

estos datos). En la fase de prueba los animales exploraron más el objeto nuevo que el familiar, de 

acuerdo con el comportamiento innato de exploración de novedad de roedores (Antunes y Biala 

2012). Esto mismo lo hemos corroborado en todos los tratamientos (Figura 50). 

 

En la Figura 50, se muestran los resultados de la prueba de reconocimientos de objetos del  

tratamiento con resveratrol (20 mg/kg/día, i.p) durante 15 días en ratas adultas (9 meses) 

comparado con ratas control de la misma edad y jóvenes (3 meses) a las que se les administró 

aceite de maíz (1 ml/kg/día, i.p). El objetivo fue comprobar si había efectos positivos por parte 

de este antioxidante durante la etapa adulta de los animales en la memoria episódica. No se 

observaron efectos significativos de la edad en esta prueba al comparar ratas control de 3 y 9 

meses. El grupo tratado con resveratrol mejoró al final del tratamiento respecto a su mismo grupo 

al inicio, ya que a los 15 días incrementaron un 65,7 % el tiempo de exploración del objeto nuevo 

respecto a la prueba que se realizó justo antes de iniciar el tratamiento (p=0,006). También al final 

del tratamiento las ratas tratadas con resveratrol incrementaron un 57,5 % el tiempo de 

exploración del objeto nuevo, respecto al grupo adultas control (F(2, 11)=4,62, p=0,02). No se 

observaron variaciones en las ratas control adultas en la prueba final respecto la inicial (F(2, 

10)=3, p=1).  
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Figura 50. Efecto sobre la memoria episódica en la fase de prueba del reconocimiento de objetos del tratamiento 

crónico con resveratrol (20 mg/kg/día i.p) en ratas adultas (9 meses, n=6), comparado con ratas de la misma edad (n=5) 

y jóvenes (3 meses, n=8) a las que se les administró aceite de maíz (1 ml/kg/día, i.p). Las pruebas se realizaron un día 

antes de iniciar los tratamientos, y a los 15 días. Las barras representan el promedio ± SEM derivado del tiempo de 

exploración de los objetos (N= objeto nuevo, F = objeto familiar). A)  Tiempo explorando el objeto nuevo y el familiar. 

B) Diferencia en el tiempo de exploración del objeto nuevo menos el familiar. Se detectaron diferencias significativas 

por medio de one-way ANOVA seguido del test de Newman-Keuls: *p≤0,05 comparando el tratamiento con resveratrol 

respecto las ratas adultas control. T-test detectó diferencias significativas comparando dentro del grupo resveratrol el 

día 15 respecto día 0: ††p≤0,01; entre el tiempo explorando el objeto familiar respecto al nuevo: #p≤0,05, ##p≤0,01, 
###p≤0,001. 

 

A continuación se presentan los resultados del tratamiento crónico de 30 días en ratas viejas (20 

meses) con resveratrol (20 mg/kg/día, i.p), en comparación con jóvenes (3 meses) y viejas control 

(20 meses) a las que se les administró aceite de maíz (1 ml/kg/día, i.p). Existen diferencias debidas 

a la edad entre jóvenes y viejas desde el día inicial (F(2, 20)=4,49, p=0,034), así las ratas jóvenes 

presentan una diferencia mayor que las viejas entre el tiempo que exploran el objeto nuevo y el 

familiar durante la fase de prueba (Figura 51A y B). Además, no se observaron diferencias en el 

tiempo de exploración del objeto nuevo respecto al familiar a lo largo del periodo de tratamiento 

en los animales control jóvenes ni en los viejos (jóvenes: F(2, 24)=0,13, p=0,87; viejos: F(2, 

18)=0,91, p=0,42). Sin embargo, a los 30 días del tratamiento con resveratrol mejoró la memoria 

episódica de las ratas viejas, ya que en estos animales se observa un aumento en el tiempo de 

exploración del objeto nuevo respecto al familiar en comparación con ratas control de la misma 

edad (F(2, 20)=6,49, p=0,01) (Figura 51A y B).  
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Figura 51. Efecto sobre la memoria episódica en la fase de prueba del reconocimiento de objetos del tratamiento 

crónico con resveratrol (20 mg/kg/día i.p, n=6) en ratas viejas (20 meses) comparado con ratas de la misma edad (n=6) 

y jóvenes (3 meses, n=8) a las que se les administró aceite de maíz (1 ml/kg/día, i.p). Las pruebas se realizaron un día 

antes de iniciar los tratamientos, a los 15 días y a los 30 días. Las barras representan el promedio ± SEM derivado del 

tiempo de exploración de los objetos (N= objeto nuevo, F = objeto familiar). A) Tiempo explorando el objeto nuevo y 

el familiar. B) Diferencia en el tiempo de exploración del objeto nuevo menos el familiar. One-way ANOVA seguido 

del test de Newman-Keuls detectó diferencias significativas: *p≤0,05 respecto las ratas jóvenes; †p≤0,05 respecto a las 

ratas viejas control. T-test detectó diferencias significativas en el tiempo explorando el objeto nuevo respecto el 

familiar: ##p≤0,01, ###p≤0,001. 

 

4.2.4 Efecto de los tratamientos crónicos con silimarina, quercetina y naringenina en ratas 

viejas sobre la memoria de trabajo (laberinto radial) 

 

De la misma manera que en los casos anteriores, se observó un efecto de la edad en la prueba del 

laberinto radial, con tiempos de ejecución y errores superiores en el caso de las ratas control viejas 

respecto a las jóvenes. Los tratamientos con silimarina, quercetina y naringenina mejoraron la 

memoria de trabajo en ratas viejas de modo similar al observado en el tratamiento con resveratrol 

en animales viejos. A los 15 días de tratamiento con silimarina, quercetina y naringenina (20 

mg/kg/día, i.p) se observó una mejoría en la memoria de trabajo de los animales viejos (18 meses) 

respecto a las ratas control de la misma edad a las que se les administró aceite de maíz (1 

ml/kg/día, i.p). Los tratamientos con silimarina, quercetina y naringenina redujeron el tiempo 

necesario para que los animales completaran la prueba (35,3 %, 42,1 %, 43,3 %, respectivamente) 

respecto al grupo viejas control (F(4, 31)=6,27, p=0,0017) (Figura 52A y B). Estos mismos 

animales cometieron un 39,5 %, 42,9 %, 26,7 % menos de errores en comparación con el grupo 

viejas control (F(4, 31)=7,83, p=0,0004) (Figura 52A y B). A los 30 días de tratamiento los 

animales viejos tratados con estos polifenoles mantuvieron la mejoría de la memoria de trabajo 

respecto a las ratas viejas control, lo que es evidente por la reducción de tiempo necesario para 

completar la prueba de 30,1 %, 53,4 %, 60,4 %, respectivamente (F(4, 31)=8,85, p=0,0002); y la 
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reducción del número de errores cometidos de un 33,95 %, 56,2 %, 53,8 %, respectivamente (F(4, 

31)=6,018, p=0,0022) (Figura 52A y B). A lo largo del tratamiento no se observaron diferencias 

significativas en el tiempo para completar la prueba y en el número de errores dentro del grupo 

de ratas jóvenes (tiempo: F(2, 24) =0,61, p= 0,55, número de errores: (F(2, 24)=2,71, p=0,12), ni 

en las ratas control viejas (tiempo: F(2, 15) =0,56, p=0,58, número de errores: (F(2, 15)=0,54, 

p=0,60). En contraste, al comparar los valores con los obtenidos antes de iniciar el tratamiento, 

en el caso de la silimarina se observó una mejoría significativas dentro del mismo grupo tanto en 

el tiempo (F(2, 15)=4,93, p=0,04) como en el número de errores (F(2, 15)=12,30, p=0,0036). Lo 

mismo pudo observarse a lo largo del tratamiento con quercetina, que mejora significativamente 

su comportamiento respecto al tiempo (F(2, 20)=9,4, p=0,0035) y el número de errores (F(2, 

20)=19,9, p=0,0002). Y también en el grupo de naringenina, donde se reduce significativamente 

el tiempo (F(2, 17)=35,8, p<0,0001) necesario para completar la prueba, y el número de errores 

(F(2, 17)=10,29, p=0,0037) (Figura 52A y B). 
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Figura 52. Efecto sobre la memoria de trabajo en la prueba del laberinto radial de los tratamientos crónicos con 

silimarina (n=5), quercetina (n=7) y naringenina (n=6) (20 mg/kg/día i.p) en ratas viejas (18 meses), y aceite de maíz 

(1 ml/kg/día, i.p) en ratas de la misma edad (n=6) y jóvenes (3 meses, n=8). Las pruebas se realizaron un día antes de 

iniciar los tratamientos, a los 15 y 30 días de tratamiento. Las barras representan el promedio ± SEM que se obtiene de 

(A) tiempo necesario para completar la prueba, y (B) la suma de errores durante la prueba (suma de brazos no visitados 

y repetidos). One-way ANOVA seguido por el test de Newman-Keuls detectó diferencias significativas: *p≤0,05, 

**p≤0,01, ***p≤0,001 comparado con ratas jóvenes control a los 15 y 30 días; † p≤0,05, ††p≤0,01, †††p≤0,001 

comparado con ratas viejas control a los 15 y 30 días. One-way ANOVA de medidas repetidas seguido del test de 

Newman-Keuls detectó diferencias significativas dentro de cada grupo: #p≤0,05, ##p≤0,01, ###p≤0,001 al comparar los 

resultados a los 30 y 15 días respecto al inicio, y $p≤0,05, $$$p≤0,001 al comparar el día 30 respecto el día 15. 
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4.2.5 Efecto de los tratamientos crónicos con  silimarina, quercetina y naringenina en ratas 

viejas sobre la memoria episódica (reconocimiento de objetos) 

  

Se estudió el efecto de los tratamientos crónicos con silimarina, quercetina y naringenina (20 

mg/kg/día, i.p) en ratas viejas (18 meses), sobre la memoria episódica mediante la realización de 

la prueba de reconocimiento de objetos antes de iniciar el tratamiento, a los 15 días y al final del 

tratamiento, comparando con ratas control de la misma edad y jóvenes a las que se les administró 

simultáneamente aceite de maíz (1ml/kg/día, i.p) (Figura 53A y B). En la fase de familiarización, 

no se observaron diferencias significativas entre el tiempo utilizado para explorar cada uno de los 

dos objetos idénticos, lo que indica que no hubieron preferencias por ningún objeto en particular 

(no se muestran estos datos). Sin embargo, en la fase de prueba los animales exploraron más el 

objeto nuevo que el familiar, de acuerdo con el comportamiento innato de exploración de novedad 

de los roedores (Antunes y Biala 2012) (Figura 53A y B). Como hemos demostrado 

anteriormente, existe un efecto de la edad, así desde el inicio hasta el final de los tratamientos las 

ratas jóvenes exploran más tiempo el objeto nuevo respecto al familiar que las ratas viejas (F(4, 

31)=2,72, p<0,05). Además analizando la diferencia de tiempo de exploración del objeto nuevo 

respecto al familiar tanto las jóvenes como las viejas control no mejoran respecto a si mismas 

durante los 30 días (jóvenes: F(2, 24)=0,13, p=0,87; viejas:F(2, 18)=2,33,p=0,15).  En cuanto a 

los diversos tratamientos con polifenoles, a los 15 días de tratamiento, la diferencia de tiempo de 

exploración del objeto nuevo respecto al familiar muestra diferencias estadísticas respecto al 

grupo viejas control solo en el grupo de silimarina (F(4, 31)= 3,46, p=0,02). No obstante, a los 30 

días de tratamiento con silimarina, quercetina y naringenina en ratas viejas se observó una mejoría 

significativa en la memoria episódica, lo que es evidente por el incremento en exploración del 

objeto nuevo respecto al familiar en todos los casos (F(4, 31)= 6,24, p=0,0016). Comparando los 

valores de cada uno de los tratamientos durante 30 días, respecto al inicio del tratamiento, tanto 

los grupos tratados con silimarina, quercetina como naringenina aumentan el tiempo de 

exploración del objeto nuevo respecto al familiar, lo que significa que mejoran la memoria 

episódica (silimarina: F(2, 15)=2,19, p=0,019, quercetina: F(2, 21)=8,55, p=0,005, naringenina: 

F(2, 18)=6,27, p=0,017). 
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Figura 53. Efecto sobre la memoria episódica en la fase de prueba del reconocimiento de objetos de los tratamientos 

crónicos con silimarina (n=5), quercetina (n=7) y naringenina (n=6) (20 mg/kg/día i.p), y sus controles jóvenes (3 

meses, n=8) y viejas (18 meses, n=6) a los que se les administró aceite de maíz (1 ml/kg/día, i.p). Las pruebas se 

realizaron un día antes de iniciar los tratamientos, a los 15 y 30 días. Las barras representan el promedio ± SEM derivado 

del tiempo de exploración de los objetos (N= objeto nuevo, F= objeto familiar). A)  Tiempo explorando el objeto nuevo 

y el familiar. B) Diferencia en el tiempo de exploración del objeto nuevo menos el familiar. One-way ANOVA seguido 

del test de Newman-Keuls determinó diferencias significativas: *p≤0,05, comparado con ratas jóvenes; †p≤0,05, 

††p≤0,01, comparado con ratas viejas control. One-way ANOVA de medidas repetidas seguido del test de Newman-

Keuls detectó diferencias significativas: $p≤0,05, $$p≤0,01, comparando cada uno de los tratamientos respecto a si 

mismo a los 30 días respecto día 0, y ·p≤0,05 comparando a los 30 días respecto 15 días. T-test detectó diferencias 

significativas en el tiempo explorando el objeto nuevo respecto el familiar: #p≤0,05, ##p≤0,01, ###p≤0,001. 
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4.2.6 Efecto del envejecimiento y de los tratamientos crónicos con silimarina, quercetina y 

naringenina en ratas viejas sobre la memoria espacial y aprendizaje (laberinto de Barnes) 

 

Para evaluar la memoria y el aprendizaje viso-espacial en los animales tratados con los polifenoles 

silimarina, quercetina y naringenina se realizó la prueba del laberinto de Barnes. No se realizó 

esta prueba con los animales tratados con resveratrol, ya que en el momento en que se realizaron 

estos tratamientos no se disponía del equipamiento necesario.  

 

La prueba del laberinto de Barnes consta de dos fases: una primera fase de entrenamiento, seguido 

de una fase de prueba final. Se analizan tres parámetros: el tiempo, el número de errores totales 

hasta finalizar la prueba, y el tipo de estrategia seguido para encontrar la caja de escape o target. 

La fase de entrenamiento es un período de aprendizaje que prepara a los animales para poder 

realizar la prueba, a partir de la experiencia obtenida con el entrenamiento. Por este motivo se 

registró el tiempo necesario para finalizar la prueba y el número de errores totales solo en la fase 

de prueba. En cambio las estrategias de aprendizaje se han registrado en ambas fases 

(entrenamiento y prueba). 

 

En la Figura 54 se muestran los resultados de la prueba del laberinto de Barnes en ratas control 

jóvenes (3 meses) y viejas (18 meses) tratadas con aceite de maíz (1 ml/kg/día, i.p) y en ratas 

viejas tratadas con silimarina, quercetina y naringenina (20 mg/kg/día, i.p) durante 15 y 28 días 

de tratamiento. Se analizó la latencia y el número de errores. A los 15 días de tratamiento se 

observaron diferencias en la latencia y número de errores debidas a la edad entre los animales 

jóvenes y viejos, así como se observó que los tratamientos con quercetina y naringenina en ratas 

viejas reducen un 58,3 % y 70,74 % la latencia respecto a ratas control de la misma edad (F(4, 

31)=2,99, p=0,035) (Figura 54A y B). A los 15 días de los tratamientos con polifenoles no se 

observaron cambios en cuanto al número de errores (F(4, 31)=1,16, p=0,34). A los 28 días, se 

mantienen las diferencias entre jóvenes y viejas, y todos los tratamientos con polifenoles mejoran 

la memoria espacial y aprendizaje para encontrar la caja de escape, ya que reducen el tiempo que 

tardan en encontrarla en comparación con el grupo viejas control (77 % de reducción del tiempo 

en silimarina, 44 % en quercetina, 54,3 % en naringenina) (F(4, 31)=6,72, p=0,0008), 

acompañado de una reducción del número de errores en comparación con el grupo control de ratas 

viejas (92,3 % en silimarina, 74,4 % en quercetina, y 80,8 % en naringenina) (F(4, 31)=4,31, 

p=0,0083). 
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Respecto a las estrategias de aprendizaje se analizaron la fase de entrenamiento y de prueba. A 

los 15 días de tratamiento la estrategia dominante en el grupo control viejas fue la aleatoria 

(Figura 54C). Sin embargo, en este mismo período del tratamiento, tanto las ratas jóvenes como 

las ratas viejas tratadas con silimarina, quercetina y naringenina, mostraron una preferencia por 

las estrategias seriada y directa. En el mismo sentido, a los 28 días de tratamiento la estrategia 

dominante seguida por el grupo viejas control siguió siendo la aleatoria, pero las ratas tratadas 

con polifenoles y las ratas jóvenes incrementaron la preferencia por utilizar estrategias de tipo 

seriado y directo, en comparación al mismo grupo a los 15 días de tratamiento. Estos resultados 

demuestran que en el transcurso de los tratamientos con polifenoles, los animales viejos 

mejoraron la memoria y aprendieron a utilizar estrategias espaciales más eficientes (Figura 54C). 

Jóvenes Viejas Silimarina Quercetina Naringenina
0

100

200

300

400
*

†

†

%
 L

a
te

n
ci

a
 t

o
ta

l 
(s

)

Jóvenes Viejas Silimarina Quercetina Naringenina
0

100

200

300

400

†††

**

††
††

%
 L

a
te

n
ci

a
 t

o
ta

l 
(s

)

Jóvenes Viejas Silimarina Quercetina Naringenina
0

100

200

300

400

%
 E

rr
o
re

s 
to

ta
le

s

Jóvenes Viejas Silimarina Quercetina Naringenina
0

100

200

300

400

*

††

†

†

%
 E

rr
o
re

s 
to

ta
le

s

Jóvenes Viejas Silimarina Quercetina Naringenina
0

50

100

150 Aleatoria

Seriada

Directo

%
 d

e 
es

tr
a
te

g
ia

Jóvenes Viejas Silimarina Quercetina Naringenina
0

50

100

150 Aleatoria

Seriada

Directo

%
 d

e 
es

tr
a
te

g
ia

15 días 28 días
A)

B)

C)

 

Figura 54. Efectos sobre la memoria espacial y aprendizaje de los tratamientos crónicos durante 28 días con silimarina 

(n=5), quercetina (n=7) y naringenina (n=6) (20 mg/kg/día, i.p) en ratas viejas (18 meses) en comparación con ratas de 

la misma edad (n=6) y jóvenes (3 meses, n=8) tratadas con aceite de maíz (1ml/kg/día, i.p) en la prueba del laberinto 

de Barnes. A) Latencia total a los 15 y 28 días de tratamiento, B) Errores totales a los 15 y 28  días de tratamiento. Para 

el análisis estadístico de la latencia y los errores se utilizó one-way ANOVA seguido del test de Newman-Keuls: *p≤ 

0,05, **p≤0,01 cuando comparamos con grupo control jóvenes; †p≤ 0,05, †† p≤ 0,01, †††p≤0,001 cuando comparamos 

con el grupo control viejas. C) Estrategia seguida en % respecto el total, a los 15 y 28 días. Para el análisis estadístico 

se utilizó el test de chi-cuadrado, que encontró diferencias significativas a los 15 días (p<0,0001,2= 49,75, df=8) y a 

los 28 días (p<0,0001, 2=200,6, df=8). 
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4.2.7 Efecto del envejecimiento y de los tratamientos crónicos con resveratrol en ratas 

adultas y viejas sobre la coordinación motora  (rotarod) 

 

Para valorar el efecto de los tratamientos con resveratrol sobre la coordinación motora se realizó 

la prueba de rotarod. Se calculó la media del tiempo que las ratas eran capaces de mantenerse en 

el cilíndro rotatorio, sin caerse, cuando éste permanecía en aceleración. Las pruebas de 

coordinación motora se realizaron antes y después del tratamiento. 

 

No se observaron cambios en la coordinación motora entre ratas jóvenes y adultas. El tratamiento 

con resveratrol (20 mg/kg/día, i.p) durante 15 días en ratas adultas de 9 meses (Figura 55) mejoró 

un 39,5 % la coordinación motora respecto a los animales control al final del tratamiento, y 

también mejoró un 36,05 % respecto a su mismo grupo al inicio del tratamiento (F(2, 19)=7,7, 

p=0,006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 55. Efecto sobre la coordinación motora en el rotarod del tratamiento crónico (15 días) con resveratrol (20 

mg/kg/día, i.p) en ratas adultas (9 meses, n=6), comparado con el grupo control de la misma edad (n=5) y jóvenes (3 

meses, n=8) a las que se les administró aceite de maíz (1 ml/kg/día, i.p). Las barras representan el promedio ± SEM 

derivado del tiempo de permanencia en el aparato. Se detectaron diferencias significativas con one-way ANOVA 

seguido del test de Newman-Keuls: *p≤0,05, comparando con ratas control adultas a los 15 días de tratamiento. T-test 

para comparar el grupo resveratrol adultas respecto si mismas al inicio y final de tratamiento: †p≤0,05. 

 

La Figura 56 muestra el tiempo de permanencia en el rotarod de las ratas control jóvenes (3 

meses) y viejas (20 meses) a las que se administró aceite de maíz (1 ml/kg/día, i.p), y ratas viejas 

tratadas con resveratrol (20 mg/kg/día, i.p) durante 30 días. Se observaron diferencias 

significativas debidas a la edad, así desde el inicio las ratas jóvenes permanecen en la rueda un 

77 % más de  tiempo que las ratas viejas (F(2, 19)=39,83, p<0,0001). A los 15 días de tratamiento, 

los animales tratados con resveratrol incrementaron el tiempo de permanencia un 58,65 %, 

respecto al grupo control viejas (F(2, 19)=39,46, p<0,0001). Al final del tratamiento esta 

diferencia se mantuvo ya que los animales tratados con resveratrol soportaron un 58,72 % más 
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que el grupo control viejas sobre la rueda (F(2, 19)=41,14, p<0,0001). Por otro lado, al final del 

tratamiento se observó una mejoría dentro del grupo de animales tratados con resveratrol respecto 

al inicio del tratamiento, incrementándose un 74,12 % el tiempo de permanencia en la rueda (F(2, 

18)=7,56, p=0,01). En los grupos jóvenes y viejas no  se observaron diferencias significativas a 

lo largo del tratamiento, aunque se observó una tendencia a aumentar el tiempo de permanencia, 

debido al factor entrenamiento en los tres grupos estudiados, que no fue significativo en  el caso 

de los animales jóvenes y viejos control (jóvenes: F(2, 24)=0,06, p=0,93; viejas: F(2, 15)=0,56, 

p=0,59). 
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Figura 56. Efecto sobre la coordinación motora en el rotarod, del tratamiento crónico (30 días) con resveratrol (20 

mg/kg/día, i.p) en ratas viejas (20 meses, n=6), comparado con el grupo control viejas (n=6) y jóvenes (n=8) a las que 

se les administró aceite de maíz (1 ml/kg/día, i.p). Las barras representan el promedio ± SEM derivado del tiempo de 

permanencia en el aparato. One-way ANOVA seguido por el test de Newman-Keuls determinó diferencias 

significativas: ***p≤0.001, comparando con ratas jóvenes control a los 15 y 30 días de tratamiento; †p≤0,05, 

comparando con ratas viejas control a los 15 y 30 días de tratamiento. One-way ANOVA de medidas repetidas seguido 

por el test de Newman-Keuls determinó diferencias significativas dentro del grupo resveratrol a los 30 días respecto el 

día 0: $$p≤0,01. 

 

 

4.2.8 Efecto de los tratamientos crónicos con silimarina, quercetina y naringenina en ratas 

viejas sobre la coordinación motora  (rotarod) 

  

Como se ha observado anteriormente, existe deterioro en la coordinación motora debida a la edad, 

ya que las ratas viejas permanecen menos tiempo que las ratas jóvenes en la rueda, y no hay 

diferencias al final del tratamiento respecto al inicio del mismo en las jóvenes (F(2, 24)=0,066, 

p=0,93) ni en las viejas control (F(2, 18)=0,99, p=0,41). En cuanto al tratamiento con polifenoles 

en ratas viejas, a los 15 días no se observaron diferencias en la coordinación motora, comparando 

ratas tratadas con polifenoles (silimarina, quercetina, naringenina) respecto a las ratas control de 

la misma edad a las que se les había administrado aceite de maíz (Figura 57). Sin embargo, a los 
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30 días de tratamiento con los polifenoles todas las ratas viejas mejoraron la coordinación motora 

(F(4, 31)= 11,06, p<0,0001). Así los animales viejos tratados con silimarina, quercetina y 

naringenina permanecieron respectivamente, sobre el cilíndro en movimiento un 38 %, 43 %, y 

53 % más de tiempo que los animales viejos control. Además, se detectó una mejoría en la 

coordinación motora a lo largo del tratamiento para cada uno de los grupos respecto al inicio del 

tratamiento: silimarina (F(2, 15)=7,43, p=0,01), quercetina (F(2, 21)=22,01, p<0,0001) y 

naringenina (F(2, 18)=54,02, p<0,0001) (Figura 57). 
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Figura 57. Efecto de los tratamientos crónicos (30 días) con silimarina (n=5), quercetina (n=7) y naringenina (n=6) 

(20 mg/kg/día, i.p) en ratas viejas (18 meses) en el aparato de rotarod, comparado con el grupo control viejas (n=6) y 

jóvenes (3 meses, n=8) a las que se les administró aceite de maíz (1 ml/kg/día, i.p). Las barras representan el promedio 

± SEM derivado del tiempo de permanencia en el aparato. One-way ANOVA seguido por el test de Newman-Keuls 

determinó diferencias significativas: **p≤0,01, ***p≤0,001, comparando con ratas control jóvenes a los 0, 15 y 30 

días; †p≤0,05, comparando con ratas control viejas a los 30 días. One-way ANOVA de medidas repetidas en todos los 

tratamientos a los 15 y 30 días respecto día 0: $p≤0,05, $$$p≤0,001. 
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4.3 EFECTOS DE LOS TRATAMIENTOS CON LOS POLIFENOLES 

RESVERATROL, SILIMARINA, QUERCETINA Y NARINGENINA SOBRE 

LOS SISTEMAS MONOAMINÉRGICOS EN RATAS VIEJAS 

 

4.3.1 Efecto del envejecimiento y del tratamiento crónico con resveratrol sobre la síntesis de 

catecolaminas en el cerebro de ratas viejas 

 

El hipocampo es una región cerebral rica en terminaciones noradrenérgicas y pobre en 

dopaminérgicas, por contra el estriado es una región predominantemente dopaminérgica. La 

síntesis y metabolismo in vivo de NA en el hipocampo y la síntesis y metabolismo de DA en el 

estriado se estimaron mediante determinación de la acumulación del precursor común DOPA en 

cada una de las regiones debida a la actividad de la tirosina hidroxilasa (TH) tras la inhibición del 

enzima descarboxilasa de aminoácidos aromáticos (AADC) con NSD 1015 30 minutos antes del 

sacrificio de los animales. Las catecolaminas y sus metabolitos se determinaron mediante 

separación por HPLC con detección electroquímica. 

 

Al comparar los resultados obtenidos a partir del cerebro de ratas jóvenes con el de ratas viejas se 

observó un claro efecto de la edad sobre los niveles de NA en hipocampo y DA en estriado, así 

como de sus precursores. La acumulación de DOPA en el hipocampo de las ratas viejas (20 meses) 

fue significativamente menor que en las jóvenes (3 meses) (Figura 58). Ello indica que la tasa de 

síntesis de NA se encuentra reducida en el hipocampo de las ratas viejas ya que la actividad basal 

de la enzima TH es más baja en estos animales. Como consecuencia, el contenido de NA en el 

hipocampo de estos animales se encuentra también reducido. Es importante destacar que el 

método de HPLC utilizado no permite detectar ningún metabolito de la NA, con lo que no 

podemos analizar su metabolismo.  

 

Una disminución similar dependiente de la edad se observó en la actividad de TH en el estriado, 

pero en este caso, reflejando la síntesis de DA, con menos acumulación de DOPA, y menos 

contenido en DA, y el metabolito HVA en ratas viejas  (Figura 58, estriado). Estos datos indican 

una menor síntesis y metabolismo de DA en ratas viejas respecto a las jóvenes. 

 

Todos estos cambios dependientes de la edad fueron contrarrestados  por el tratamiento crónico 

con resveratrol (20 mg/kg/día, i.p) en ratas viejas (20 meses) durante 30 días. Este tratamiento 

indujo un incremento significativo en la acumulación de DOPA (150 %) y contenido en NA (57 

%) en hipocampo, respecto a los animales control de la misma edad. Efectos similares fueron 

observados para el sistema dopaminérgico en estriado, ya que el tratamiento con resveratrol en 

ratas viejas incrementó la acumulación de DOPA (36 %) y el contenido en DA (53 %) en esta 
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región;  mientras que los niveles del metabolito HVA no cambiaron significativamente, respecto 

las ratas viejas control (Figura 58). 

        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 58. Efecto crónico (30 días) del tratamiento con resveratrol (20 mg/kg/día, i.p) en ratas viejas (20 meses, n=6), 

en comparación con ratas ratas viejas (20 meses, n=6) y jóvenes (3 meses, n=8) a las que se les administró aceite de 

maíz (1 ml/kg/día, i.p), en el sistema catecolaminérgico de hipocampo y estriado. Las barras representan la acumulación 

de DOPA (durante 30 minutos después de la inhibición de la enzima descarboxilasa), el contenido en DA o NA, y los 

niveles del metabolito HVA en estriado. Para el análisis estadístico se utilizó one-way ANOVA seguido del test de 

Scheffé: *p≤0,05, ***p≤0,001 cuando comparamos con el grupo de ratas jóvenes control; †p≤0,05, ††p≤0,01 cuando 

comparamos con el grupo control viejas. 

 

 



Resultados 

107 

 

El hipocampo es una región predominantemente noradrenérgica, y el estriado una región 

sobretodo dopaminérgica (Carlsson y cols., 1972; Nissbrandt y cols., 1988), no obstante se pueden 

detectar cantidades muy bajas de DA en el hipocampo, y de NA en el estriado, cantidades mucho 

mas bajas en relación a los neurotransmisores predominantes en cada región. La Figura 59 

muestra los valores de estos neurotransmisores obtenidos en los mismos animales de la Figura 

58. Como puede observarse en ratas jóvenes los valores de DA en hipocampo son 100 veces 

menores que en el estriado, mientras que los valores de NA en estriado son 4 veces menores que 

en el hipocampo teniendose en cuenta que parte de la DA cuantificada es precursora en la vía de 

síntesis de NA, por lo que solo una pequeña cantidad podría ser debida a DA almacenada en 

terminales dopaminérgicos. Aún así los niveles de DA en hipocampo se encuentran muy por 

debajo de los niveles en una región netamente dopaminérgica. 
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Figura 59. Efecto crónico (30 días) del tratamiento con resveratrol (20 mg/kg/día, i.p) en ratas viejas (20 meses, n=6), 

en comparación con ratas viejas (20 meses, n=6) y jóvenes (3 meses, n=8) a las que se les administró aceite de maíz (1 

ml/kg/día, i.p), en los niveles de DA en hipocampo y NA en estriado. Las barras representan el contenido en DA y NA 

en ratas jóvenes y viejas control, y en ratas viejas tratadas con resveratrol. Para el análisis estadístico se utilizó one-

way ANOVA seguido del test de Newman-Keuls. No se detectaron diferencias significativas entre los distintos grupos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

108 

 

4.3.2 Efecto de los tratamientos crónicos con silimarina, quercetina y naringenina sobre la 

síntesis de catecolaminas en el cerebro de ratas viejas 

 

En la Figura 60 se muestran los resultados del efecto de los tratamientos crónicos (30 días) con 

los polifenoles silimarina, quercetina y naringenina (20 mg/kg/día, i.p) en ratas viejas de 18 meses 

de edad, en comparación con ratas viejas control (18 meses) a las que se administró aceite de 

maíz. Se muestran también los valores de ratas jóvenes (3 meses) para visualizar el efecto de la 

edad. De esta manera, se corroboró el efecto de la edad sobre la síntesis de catecolaminas 

observado previamente. En las ratas viejas la actividad basal de la enzima se encuentra disminuida 

(se observó una acumulación menor de DOPA tanto en hipocampo como en estriado) que provoca 

que en ambas regiones los niveles de NA y DA sean menores que en las ratas jóvenes.  

 

En el hipocampo los tratamientos con estos polifenoles en ratas viejas revierten el efecto sobre la 

síntesis de catecolaminas asociado al envejecimiento (Figura 60). Tras cada uno de los 

tratamientos se observó un aumento considerable en la acumulación de DOPA en el hipocampo 

con valores de 71 % de incremento respecto de las ratas viejas control para la silimarina, 133 % 

para la quercetina y 169 % para la naringenina (F(4, 32)=12,39, p<0,0001). Ello pone de 

manifiesto el incremento de la actividad del enzima TH responsable de la síntesis de NA. Como 

consecuencia se ve incrementado el contenido de NA un 39 % en el caso de la silimarina, 29 % 

en la quercetina, 37 % y en la naringenina, respecto a ratas control viejas (F(4, 32)=7,57, 

p=0,0004).  

Del mismo modo, en el estriado, los tratamientos con estos polifenoles provocaron un incremento 

en la síntesis y acumulación de DA (28 % tras silimarina, 38 % quercetina, y 39 % naringenina) 

(F(4, 32)=55,03, p<0,0001), que puede deberse al incremento en la acumulación de DOPA (63 % 

tras silimarina, 57 % quercetina, y 42 % naringenina) respecto al grupo control (F(4, 32)=58,22, 

p<0,0001) (Figura 60) debido a un incremento en la actividad de la enzima TH. En cuanto a los 

niveles del metabolito HVA (producto de la degradación de DA por medio de la enzima MAO), 

se observó un descenso en ratas viejas respecto las jóvenes (F(4, 32)=122,3, p< 0,0001). Además 

en ratas viejas no se observaron cambios significativos en los niveles de este metabolito tras los 

tratamientos con polifenoles (Figura 60). 
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Figura 60. Efecto crónico (30 días) de los tratamientos con silimarina (n=5), quercetina (n=7) y naringenina (n=6) (20 

mg/kg/día, i.p) en ratas viejas (18 meses), en comparación con ratas jóvenes (3 meses, n=8) y viejas (18 meses, n=6) a 

las que se les administró aceite de maíz (1 ml/kg/día, i.p), en la acumulación de DOPA (después de la inhibición con 

NSD 1015 de la enzima AADC durante 30 minutos) y en el contenido en NA en el hipocampo; y niveles de DOPA, 

DA y HVA en estriado. Las barras representan ng/g (promedio ± SEM) en tejido húmedo. Para el análisis estadístico 

se utilizó one-way ANOVA seguido del test de Newman-Keuls: **p≤0,01, ***p≤0,001 comparando con ratas jóvenes 

control; †p≤0,05, ††p≤0,01, †††p≤0,001 comparando con ratas viejas control.  
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4.3.3 Efecto del envejecimiento y del tratamiento crónico con resveratrol sobre la síntesis 

serotonérgica en el cerebro de ratas viejas 

 

Se midió la síntesis y metabolismo de 5-HT en dos regiones ricas en terminaciones nerviosas 

serotonérgicas: hipocampo y estriado. En estas regiones cerebrales, la enzima limitante es la 

triptófano hidroxilasa (TPH) isoforma TPH2. Por otro lado, también se midió la síntesis y 

metabolismo de 5-HT en la glándula pineal donde la enzima limitante es la isoforma TPH1. De 

esta manera, la síntesis de 5-HT fue determinada mediante la acumulación de su precursor 5-HTP 

durante 30 minutos después de la inhibición de la enzima AADC por medio de la administración 

de NSD 1015. En estas condiciones, la acumulación de 5-HTP refleja la actividad de la enzima 

limitante TPH.  

 

La síntesis de 5-HT disminuyó con la edad ya que se vio una reducción de los niveles de 5-HTP, 

de 5-HT y también de su metabolito 5-HIAA en las tres regiones estudiadas debido al 

envejecimiento (Figura 61). Sin embargo, el tratamiento crónico con resveratrol (20 mg/kg/día, 

i.p) en ratas viejas incrementó la síntesis de 5-HT ya que aumentó los niveles de 5-HTP un 70 % 

en hipocampo y un 51 % en estriado, reflejando un aumento en la actividad de la enzima TPH2, 

así como aumentó el contenido de 5-HT un 55 % en hipocampo y un 76 % en estriado. Además 

el tratamiento con resveratrol redujo los niveles del metabolito 5-HIAA (22 % y 48 % en 

hipocampo y estriado, respectivamente) (Figura 61). En conjunto los resultados indican una 

aceleración en la síntesis de 5-HT, y una reducción de su degradación en hipocampo, y estriado 

de animales viejos tratados con resveratrol. Esto último puede significar que el tratamiento con 

resveratrol, no solo favorece el aumento de la síntesis, sino también previene la degradación de 

5-HT en sus metabolitos, probablemente inhibiendo la enzima MAO. 

  

Por otro lado, también analizamos el efecto del resveratrol sobre la síntesis de 5-HT en la glándula 

pineal. En este caso, la acumulación de 5-HTP es indicativa de la actividad de la isoforma TPH1. 

De forma similar a lo observado, para la TPH2, se vio una reducción en la actividad TPH1 

dependiente de la edad. Por su parte, el tratamiento con resveratrol durante 30 días incrementó la 

acumulación de 5-HTP, desde 1,45 ± 0,67 ng/g de tejido en ratas viejas control hasta 6,72 ± 0,54 

ng/g de tejido en ratas tratadas con resveratrol (p<0,001 por t-test), llegando a niveles similares a 

los de animales jóvenes. Como consecuencia también se incrementó significativamente el 

contenido de 5-HT en la glándula pineal de ratas viejas. Por último, el tratamiento con resveratrol 

no modificó los niveles de 5-HIAA en la glándula pineal (Figura 61). 
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Figura 61. Efecto crónico (30 días) del tratamiento con resveratrol (20 mg/kg/día, i.p) en ratas viejas (20 meses, n=6), 

en comparación con ratas control viejas (n=6) y jóvenes (3 meses, n=8) a las que se les administró aceite de maíz (1 

ml/kg/día, i.p), en el sistema serotonérgico en hipocampo, estriado y glándula pineal. Las barras representan (el 

promedio ± SEM en ng/g de tejido húmedo) de la acumulación de 5-HTP (durante 30 min después de la inhibición de 

la enzima AADC), el contenido de 5-HT y los niveles del metabolito 5-HIAA. Para la evaluación estadística se utilizó 

one-way ANOVA seguido del test de Scheffé: *p≤0,05, **p≤0,01, ***p≤0,001 cuando comparamos con el grupo 

control jóvenes; †p≤0,05, †††p≤0,001 comparado con el grupo control viejas. 
 

 
4.3.4 Efecto de los tratamientos crónicos con silimarina, quercetina y naringenina sobre la 

síntesis serotonérgica en el cerebro de rata vieja 

 

Se corroboró una reducción de los niveles de 5-HTP, de 5-HT y su metabolito 5-HIAA en las tres 

regiones estudiadas debido al envejecimiento (Figura 62). En ratas viejas el tratamiento crónico 

con silimarina, quercetina y naringenina incrementó la acumulación de 5-HTP en las tres regiones 

estudiadas lo que indica un aumento en la síntesis de 5-HT mediado por la TPH por parte de los 

polifenoles estudiados. En el hipocampo el incremento fue de un 37 % en el caso de la silimarina, 

52 % en la quercetina, y 53 % en la naringenina (F(4, 32)=11,7, p<0,0001). En el estriado el 

incremento fue similar, un 36 % en el grupo de la silimarina, 44 % en el de la quercetina, y 53 % 

en la naringenina (F(4, 32)=3,69, p<0,0301). En la glándula pineal el incremento de 5-HTP debido 

† 
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al aumento de la actividad TPH1 fue de un 239 % en el tratamiento con silimarina, 288 % en el 

de quercetina, y 238 % en el de naringenina (F(4, 32)=7,85, p= 0,0003).  

Como consecuencia, estos tratamientos incrementaron el contenido total de 5-HT en las tres 

regiones (Figura 62). En el hipocampo se observó un incrementó de 5-HT de un 44 % tras 

tratamiento con silimarina, 48 % tras quercetina, y 49 % después del tratamiento con naringenina 

(F(4, 32)=3,05, p=0,02). En el estriado el incremento de 5-HT fue de un 77 % en el grupo de la 

silimarina, 68 % en el de quercetina, y 57 % en el caso de la naringenina (F(4, 32)=4,82, p=0,01). 

En la glándula pineal el incremento de 5-HT fue de un 323 %, 307 % y un 145 % tras los 

tratamientos con silimarina, quercetina y naringenina respectivamente (F(4, 32)= 47,46 

p<0,0001). 

En cuanto a los niveles del metabolito 5-HIAA, en el hipocampo el tratamiento con quercetina 

redujo un 14 % los niveles de este metabolito, lo mismo ocurrió con el tratamiento con 

naringenina que redujo un 37 % los niveles de 5-HIAA respecto ratas viejas (F(4, 32)=8,17, 

p=0,0002),  pero no se observaron cambios en los niveles de 5-HIAA  debidos al tratamiento con 

silimarina (Figura 62). En el estriado de las ratas viejas tratadas con silimarina, quercetina y 

naringenina se determinó menos 5-HIAA (58 %, 40 %, 58 %, respectivamente) respecto ratas 

viejas control (F(4, 32)=7,8, p=0,0003) (Figura 62). En conjunto, los resultados obtenidos en 

hipocampo y estriado, pueden sugerir una inhibición por parte de los tratamientos con polifenoles 

de la enzima MAO, que degrada el 5-HT en 5-HIAA. En la glándula pineal los tratamientos con 

silimarina, quercetina y naringenina aumentaron la síntesis de 5-HT y mantuvieron niveles 

similares de 5-HIAA a los de las ratas viejas control, siendo más bajos que los de las jóvenes (F(4, 

32)=29,10 p<0,0001) (Figura 62).  



Resultados 

113 

 

Joven control Vieja control Silimarina Quercetina Naringenina
0

50

100

150

200 †††
††† †††

***

5
H

T
P

 (
n

g
/g

/3
0

 m
in

)

Joven control Vieja control Silimarina Quercetina Naringenina
0

50

100

150

200

250

†
†

†

***

5
H

T
P

 (
n

g
/g

/3
0

 m
in

)

Joven control Vieja control Silimarina Quercetina Naringenina
0

2

4

6

8

10

†††

†††

†††

***5
H

T
P

 (
n

g
/g

/3
0

 m
in

)

Joven control Vieja control Silimarina Quercetina Naringenina
0

500

1000

1500

2000

2500

†††
†††

†††

***

5
H

T
 (

n
g

/g
/3

0
 m

in
)

Joven control Vieja control Silimarina Quercetina Naringenina
0

5

10

15

20

25

*** ***

***
***

††† †††

†

5
H

T
(n

g
/g

/3
0

 m
in

)

Joven control Vieja control Silimarina Quercetina Naringenina
0

200

400

600

800

*

***
**

††
†††

5
H

IA
A

 (
n

g
/g

/3
0

 m
in

)

Joven control Vieja control Silimarina Quercetina Naringenina
0

1

2

3

4

5

*** ***
******

5
H

IA
A

 (
n

g
/g

/3
0

 m
in

)

Joven control Vieja control Silimarina Quercetina Naringenina
0

1000

2000

3000

4000

††
†† ††

***

5
H

T
 (

n
g

/g
/3

0
 m

in
)

Joven control Vieja control Silimarina Quercetina Naringenina
0

500

1000

1500

**

**

**

 *

 †††

 ††

 †††

5
H

IA
A

 (
n

g
/g

/3
0

 m
in

)

Hipocampo Estriado Glándula pineal

 

Figura 62. Efecto crónico (30 días) de los tratamientos con silimarina (n=5), quercetina (n=7) y naringenina (n=6)(20 

mg/kg/día, i.p) en ratas viejas (18 meses), en comparación con ratas viejas (n=6) y jóvenes (3 meses, n=8) a las que se 

les administró aceite de maíz (1 ml/kg/día, i.p), en el sistema serotonérgico de hipocampo, estriado y glándula pineal, 

en la acumulación de 5-HTP (después de 30 minutos de la inhibición de la enzima AADC con NSD 1015), contenido 

en 5-HT y su metabolito 5-HIAA. Las barras representan ng/g (promedio ± SEM) de tejido húmedo en hipocampo, 

estriado y glándula pineal. Para el análisis estadístico se utilizó one-way ANOVA seguido del test de Newman-Keuls: 

*p≤0,05, **p≤0,01, *** p≤0,001 comparando con ratas jóvenes control; †p≤0,05, ††p≤0,01, †††p≤0,001 comparando 

con ratas viejas control.  
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4.4 EFECTOS DE LOS TRATAMIENTOS CON LOS POLIFENOLES 

RESVERATROL, SILIMARINA, QUERCETINA Y NARINGENINA SOBRE 

PROTEÍNAS IMPLICADAS EN EL ENVEJECIMIENTO 

 
 

En los apartados anteriores hemos explicado los cambios que tienen lugar durante el 

envejecimiento sobre la conducta y la síntesis de monoaminas y los efectos beneficiosos que 

producen los polifenoles en estos parámetros. En este apartado con el objetivo de profundizar en 

los mecanismos moleculares responsables de estos efectos se analizaron los niveles de distintas 

proteínas en los cerebros de esos mismos animales. Se eligieron proteínas relacionadas con 

mecanismos y/o vías de señalización que se han descrito que están alterados durante los procesos 

que conducen al envejecimiento. 

 

4.4.1 Efectos del envejecimiento y del tratamiento crónico con resveratrol en ratas viejas 

sobre la vía de señalización PI3K/Akt/mTOR  

 

La vía de señalización intracelular PI3K/Akt/mTOR está implicada en el control del ciclo celular,  

la proteostasis, el metabolismo, la autofagia, y la longevidad, entre otras funciones (Manning y 

cols., 2007). Además esta vía de señalización interactúa con otras vías que participan en los 

procesos de inflamación (Han y cols., 2010). Por este motivo, las alteraciones en esta vía de 

señalización pueden dan lugar a enfermedades relacionadas con el envejecimiento (Hers y cols., 

2011). Hemos analizado la inmunoreactividad de algunas proteínas de esta vía, como son la 

proteína Akt (60 kDa), tanto en su forma activa cuando se fosforila en la serina 473 (p-Akt), como 

en su forma total (Akt) en el hipocampo y corteza parietal de ratas jóvenes (3 meses) y viejas (20 

meses) y viejas tratadas con resveratrol (20 mg/kg/día, i.p, 30 días). Además, hemos estudiado en 

las mismas regiones cerebrales y en los mismos animales, los niveles de inmunoreactividad de la 

proteína mTOR (289 kDa) en su forma activa, cuando ésta proteína está fosforilada en la serina 

2448 (p-mTOR). Se estudió el hipocampo por ser una región relacionada con los procesos de 

memoria y aprendizaje, y la corteza parietal para poder comparar los resultados, con una región 

de funciones más amplias.  

 

Por medio de la técnica de western blot pudo observarse que en el hipocampo de rata se mantienen 

constantes los niveles de la proteína Akt y de su forma activa (p-Akt) independientemente de la 

edad (Figura 63A). Tras el tratamiento con resveratrol en ratas viejas no se aprecian diferencias 

en los niveles totales de Akt (Figura 63B), pero sí una ligera disminución, no significativa, en la 

inmunoreactividad de p-Akt (Figura 63A). La relación p-AKT/AKT, que puede considerarse 

como un indicador de la actividad de la vía, no se alteró significativemente con el envejecimiento 

ni con el tratamiento con resveratrol (Figura 63C), por lo que podemos concluir que no se 
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produce una activación diferencial de esta vía por efecto de la edad, así como tampoco el 

tratamiento con resveratrol tiene grandes efectos en esta vía de señalización. 

 

En la corteza parietal el envejecimiento no alteró la inmunoreactividad de Akt (Figura 63E), sin 

embargo la inmunoreactividad de p-Akt en los animales viejos fué un 28 % superior a la de los 

animales jóvenes (Figura 63D). Por tanto, durante el envejecimiento se observa un aumento en 

la proporción entre p-Akt y Akt (Figura 63F). Estos resultados indican que los niveles elevados 

en la inmunoreactividad de p-Akt son debidos a un incremento en el número de proteínas Akt 

fosforiladas, es decir activas, y no a un incremento en la cantidad total de la proteína. El 

tratamiento con resveratrol no alteró la inmunoreactividad de p-Akt en los animales viejos, 

manteniéndose los niveles elevados respecto de los animales jóvenes. 

  

En conjunto estos resultados parecen indicar que en la corteza parietal durante el envejecimiento 

se produce una activación constitutiva de esta señalización que no se observa en el hipocampo. 

El tratamiento con resveratrol no provocó cambios importantes lo que parece indicar que los 

efectos del resveratrol observados sobre las capacidades cognitivas y la síntesis y metabolismo de 

monoaminas, no estarían mediados de forma significativa por cambios en esta vía de señalización. 
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Figura 63. Efectos del envejecimiento y del tratamiento crónico con resveratrol (20 mg/kg/día, i.p., n=6, 30 días) en 

ratas viejas sobre los niveles de inmunodensidad de: A) p-Akt, B) Akt y C) p-Akt/Akt en hipocampo; D) p-Akt; E) Akt 

y F) p-Akt/Akt en corteza parietal. Se utilizaron como controles animales jóvenes (3 meses, n=8) y viejos (20 meses, 

n=6) a los que se les administró aceite de maíz (1 ml/kg/día, i.p., 30 días). Las barras representan la media ± error 

estándar de n experimentos por grupo (realizados por cuadruplicado) y se expresan como porcentaje de las ratas jóvenes 

control. Se utilizaron las mismas membranas re-bloteadas para la comparación de la forma fosforilada y total de cada 

proteína, así como para la -tubulina. Para el análisis estadístico se utilizó one-way ANOVA seguido por el test de 

Newman-Keuls, que detectó diferencias significativas en p-Akt en la corteza parietal (F(2, 20)=4,504; p=0,034) y en 

la proporción p-Akt/Akt en esta región F(2, 20)=7,17; p=0,01. *p≤0,05 comparando con ratas jóvenes control. En la 

parte inferior de las gráficas se encuentra un inmunoblot representativo de cada proteína en los distintos grupos 

experimentales (30 g de proteína cargada).  
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A continuación con el objetivo de comprobar si realmente los efectos del resveratol no están 

mediado por cambios en esta vía de señalización se analizaron los niveles de inmunoreactividad 

de la proteína mTOR en su forma activa, es decir cuando esta proteína está fosforilada (p-mTOR), 

en hipocampo y corteza parietal de ratas jóvenes (3 meses), viejas (20 meses) y viejas tratadas 

con resveratrol (20 mg/kg/día, i.p, 30 días). 

 

En las muestras procedentes de hipocampo de ratas jóvenes, viejas y viejas tratadas con 

resveratrol no se observaron diferencias significativas en los niveles de inmunoreactividad de p-

mTOR (F(2, 20)=0,1022; p=0,9044) (Figura 64A). Tampoco se observó ninguna alteración en 

los niveles de inmunoreactividad de p-mTOR en la corteza parietal de estos animales (F(2, 

20)=0,248; p=0,784) (Figura 64B), a pesar del incremento previamente observado en la 

inmunoreactividad de p-Akt (Figura 63D), que es la quinasa responsable de la activación de 

mTOR en esta vía de señalización.  

 

Todos estos resultados indican que en el hipocampo la vía de señalización PI3K/Akt/mTOR 

probablemente no participa en los procesos moleculares involucrados en el desarrollo del 

envejecimiento cerebral ni en la mejora de los procesos cognitivos asociados al tratamiento con 

resveratrol en ratas viejas. 

 
 
Figura 64. Efectos del envejecimiento y del tratamiento crónico con resveratrol (20 mg/kg/día, n=6, i.p., 30 días) en 

ratas viejas sobre los niveles de inmunodensidad de p-mTOR: A) en hipocampo y B) en corteza parietal. Se utilizaron 

como controles animales jóvenes (3 meses, n=8) y viejos (20 meses, n=6) a los que se les administró aceite de maíz (1 

ml/kg/día, i.p., 30 días). Las barras representan la media ± error estándar de n experimentos por grupo (realizados por 

cuadruplicado) y se expresan como porcentaje de las ratas jóvenes control. Se utilizaron las mismas membranas re-

bloteadas para p-mTOR y -tubulina. No se detectaron diferencias estadísticas por medio de one-way ANOVA seguido 

por el test de Newman-Keuls. En la parte inferior de las gráficas se encuentra un inmunoblot representativo de cada 

proteína en los distintos grupos experimentales (30 g de proteína cargada).  

Joven Vieja Resveratrol
0

50

100

150

p
-m

T
O

R
/ 

-t
u

b
u

li
n

a
 (

%
)

Joven Vieja Resveratrol
0

50

100

150

p
-m

T
O

R
/ 

-t
u

b
u

li
n

a
 (

%
)

Hipocampo Corteza parietal

p-mTOR
 (289 kDa)

-tubulina
      (55 kDa)

-tubulina
      (55 kDa)

p-mTOR
 (289 kDa)

Joven Vieja Resveratrol Joven Vieja Resveratrol

A) B)



 

118 

 

4.4.2 Efectos del envejecimiento y del tratamiento crónico con resveratrol en ratas viejas 

sobre vías de señalización implicadas en neuroinflamación 

 

El envejecimiento cerebral se ha relacionado con alteraciones en el sistema inmunitario innato y 

en particular con estados inflamatorios crónicos. En el cerebro, la neuroinflamación es un 

mecanismo de defensa que el organismo tiene con el objetivo de proteger el SNC contra 

infecciones y la presencia de moléculas inflamatorias (Spencer y cols, 2012). Se ha descrito un 

incremento de la neuroinflamación durante el envejecimiento que se traduce en la activación de 

vías de señalización como la vía de señalización por quinasas mitogenicas MAPK (Bhat y cols., 

1998; Culbert y cols., 2006, Spencer y cols., 2009 a), o la vía del factor nuclear NF-B que es 

considerada como la principal vía de señalización proinflamatoria (Adler y cols., 2007; Spencer 

y cols., 2012). Con el objetivo de analizar los efectos del envejecimiento y del tratamiento crónico 

con resveratrol sobre proteínas/vías de señalización implicadas en estados inflamatorios a nivel 

cerebral se estudiaron estas vías de señalización; centrándonos en el estudio del hipocampo, por 

ser la principal estructura cerebral relacionada con los procesos cognitivos. 

 

4.4.2.1 Efectos del envejecimiento y del tratamiento crónico con resveratrol en ratas viejas 

sobre la vía de señalización de MAPK/ERK 

 

Se estudió la vía de señalización de MAPK mediante el análisis de la inmunoreactividad de la 

proteína MEK1/2 (45 kDa) y su forma activa fosforilada en las Ser217/221 (p-MEK1/2), la 

proteína ERK1/2 (42 y 44 kDa) y su forma activa fosforilada en las Thr202 y/o Tyr204 (de ERK1) 

y la Thr185 y/o la Tyr187 (de ERK2) mediante el uso de anticuerpos específicos, en el hipocampo 

de ratas jóvenes (3 meses) y viejas (20 meses) y viejas tratadas con resveratrol (20 mg/kg/día, i.p, 

30 días) (Figura 65). 

 

Los resultados obtenidos tras el análisis de la proteína MEK1/2 en el hipocampo de ratas revelaron 

niveles más elevados (24 %) de la quinasa activa (p-MEK) (Figura 65A) así como de los niveles 

totales de MEK1/2 (15 %) en los animales viejos, respecto de los animales jóvenes (Figura 65B). 

En consonancia con estos resultados, la inmunoreactividad de p-ERK1/2 y ERK1/2 se vieron 

incrementadas un 39 % y 32 % respectivamente en las ratas viejas respecto de las jóvenes (Figura 

65D y E). Cabe destacar que la proporción entre la forma fosforilada y total de MEK1/2 y ERK1/2 

se mantiene constante a pesar de la edad (Figura 65C y F). Todo ello parece sugerir que durante 

el envejecimiento se produce una mayor activación de la señal inflamatoria,  que no es debido a 

una activación en si de la vía de señalización de MAPK sino a un incremento de la expresión de 

las proteínas totales y en consecuencia de la forma fosforilada de estas proteínas. Lo que pone de 
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manifiesto alteraciones adaptativas duraderas en estas vías de señalización durante el 

envejecimiento. 

 

Por otro lado, el tratamiento con resveratrol en ratas viejas no revierte de forma significativa los 

efectos del envejecimiento sobre las proteínas MEK y ERK en sus formas totales y fosforiladas. 

 

Estos resultados parecen indicar una sobreexpresión de las proteínas de la vía de las MAPK en el 

hipocampo de los animales viejos que podría relacionarse con un aumento del estado 

proinflamatorio durante el envejecimiento. Sin embargo, los efectos beneficiosos durante el 

envejecimiento del tratamiento con resveratrol no parecen estar tan relacionado con la prevención 

de estas señales inflamatorias. Por este motivo a continuación se estudió la vía de señalización de 

NF-B, cuya activación es clave para el desarrollo de los procesos inflamatorios.  
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Figura 65. Efectos del envejecimiento y del tratamiento crónico con resveratrol (20 mg/kg/día, i.p., n=6, 30 días) en 

ratas viejas sobre los niveles de inmunodensidad de: A)  p-MEK1/2, B) MEK1/2, C) p-MEK1/2 respecto MEK1/2, D) 

p-ERK1/2, E) ERK1/2 y F) p-ERK1/2 respecto ERK1/2 en hipocampo. Se utilizaron como controles animales jóvenes 

(3 meses, n=8) y viejos (20 meses, n=6) a los que se les administró aceite de maíz (1 ml/kg/día, i.p., 30 días). Las barras 

representan la media ± error estándar de n experimentos por grupo (realizados por cuadruplicado) y se expresan como 

porcentaje respecto a las ratas jóvenes control. Se utilizaron las mismas membranas re-bloteadas para la comparación 

de la forma fosforilada y total de cada proteína, así como para la -tubulina. Para el análisis estadístico se utilizó one-

way ANOVA seguido por el test de Newman-Keuls, que detectó diferencias significativas en p-MEK1/2 (F(2, 

20)=4,35, p=0,032), MEK1/2 (F(2, 20)=6,63, p=0,0086), p-ERK1/2 (F(2, 20)=4,451, p=0,030), ERK1/2 (F(2, 

20)=6,094, p=0,011). *p≤0,05; **p≤0,01 comparando con ratas jóvenes control. En la parte inferior de las gráficas se 

encuentra un inmunoblot representativo de cada proteína en los distintos grupos experimentales.  
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4.4.2.2 Efectos del envejecimiento y del tratamiento crónico con resveratrol sobre la vía de 

señalización de NF-B  

 

La vía del factor nuclear NF-B es considerada como la vía de señalización proinflamatoria 

prototípica, principalmente por el papel de NF-B en la expresión de genes proinflamatorios 

(Friedman y cols., 2002; Adler y cols., 2007). En el cerebro además, se ha descrito la implicación 

de NF-B en procesos de plasticidad sináptica y memoria (Williams y cols., 2008). NF-B está 

formado por un complejo heterodimérico compuesto por p50/p52 y p65 (Siebenlist y cols., 1994). 

En el citoplasma, el dímero de NF-B se une con la proteína inhibitoria IB y de esta forma todo 

el complejo está inactivo. Los ROS y otras moléculas activan el estado redox de las proteínas 

quinasas que fosforilan IB, de forma que IB fosforilada se separa del complejo NF-B, 

activándolo y permitiendo que se transloque al núcleo donde se puede unir al ADN en las regiones 

promotoras específicas, actuando como un factor de transcripción. Esta unión a las regiones 

promotoras específicas se ve modulada por modificaciones postranscripcionales en la subunidad 

p65 como fosforilación en la serina 276 y acetilación en la lisina 310, entre otras (Perkins y cols., 

2007). Estos son los puntos de regulación de NF-B más frecuentes, aunque se han encontrado 

proteínas específicas que pueden fosforilar otras serinas (311, 529 y 536) y acetilar otras lisinas 

(122, 123, 218 y 221) en la subunidad p65 (Oeckinghaus y cols., 2009).  En este apartado hemos 

estudiado los niveles de inmunoreactividad de la proteína NF-B (65 kDa) en su forma total, en 

su forma activa cuando se fosforila en la ser276 (p-NF-B) y en su forma acetilada cuando la 

lisina 310 de la subunidad RelA/p65 está acetilada (NF-B acetilada), en el hipocampo de ratas 

jóvenes (3 meses), viejas (20 meses) y viejas tratadas con resveratrol (20 mg/kg/día, i.p, 30 días). 

 

Los resultados del estudio de la vía de señalización de NF-B muestran que se mantienen niveles 

similares de inmunoreactividad de p-NF-B en el hipocampo de ratas jóvenes y viejas (Figura 

66A). En estos animales también se mantienen constantes los niveles de la proteína NF-B en su 

forma total (Figura 66C). Así, no se observan diferencias en la relación p-NF-B/NF-B en ratas 

jóvenes y viejas (Figura 66D). Lo que parece indicar que el envejecimiento no induce ningún 

incremento en el estado basal de la activación de NF-B por fosforilación.  

 

El tratamiento con resveratrol no alteró la inmunoreactividad de p-NF-B en ratas viejas. Sin 

embargo, se detectó una ligera disminución, no significativa, de los niveles totales de NF-B en 

los animales tratados, lo que se traduce en un ligero incremento de la relación p-NF-B/ NF-B 

(Figura 66D), aunque se observa una ligera tendencia que no llega a ser significativa a la 

reducción de los niveles totales de NF-B.  
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Los resultados obtenidos con el anticuerpo específico contra la forma acetilada de NF-B 

detectaron diferencias debidas al envejecimiento. En las ratas viejas la inmunoreactividad de la 

forma acetilada de NF-B fue significativemente superior (16 %, p<0,001) que en los animales 

jóvenes (Figura 66B). Como los niveles totales de NF-B se mantienen constantes, puede 

afirmarse que durante el envejecimiento se produce un incremento en la forma acetilada de NF-

B, y que este no es debido a un incremento en la cantidad total de la proteína. Así, la relación 

entre la forma acetilada y la total de NF-B es más elevada en ratas viejas que en jóvenes, lo que 

podría sugerir que durante el envejecimiento se produce un efecto modulador que afecta la 

acetilación de la lisina 310 de la subunidad p65 (Figura 66E).  Resulta sumamente interesante 

comprobar que este efecto es revertido tras el tratamiento con resveratrol. Las ratas viejas tratadas 

con resveratrol presentan niveles de NF-B acetilada próximos a los que presentan las ratas 

jóvenes (92 %) (Figura 66B). Todo ello indica que, muy probablemente, el resveratrol induce de 

forma directa o indirecta la desacetilación de NF-B. Estos resultados son muy prometedores ya 

que la acetilación de la subunidad p65 resulta esencial para la actividad del factor de transcripción 

NF-B y el resveratrol permitiria su regulación farmacológica. Aunque son necesarios otros 

estudios para dilucidar si estos efectos se deben a un mecanismo de accion directo del resveratrol 

o son consecuencia de efectos secundarios de éste.  
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Figura 66. Efectos del envejecimiento y del tratamiento crónico con resveratrol (20 mg/kg/día, i.p., n=6, 30 días) en 

ratas viejas sobre los niveles de inmunodensidad en el hipocampo de rata de: A)  p-NF-B, B) NF-B acetilada, C) 

NF-B, D) p-NF-B/NF-B y E) NF-kB acetilada/NF-B. Se utilizaron como controles animales jóvenes (3 meses, 

n=8) y viejos (20 meses, n=6) a los que se les administró aceite de maíz (1 ml/kg/día, i.p., 30 días). Las barras 

representan la media ± error estándar de n experimentos por grupo (realizados por cuadruplicado) y se expresan como 

porcentaje de las ratas jóvenes control. Se utilizaron las mismas membranas re-bloteadas para la comparación de la 

forma fosforilada, acetilada y total de cada proteína, así como para la -tubulina. Para el análisis estadístico se utilizó 

one-way ANOVA seguido por el test de Newman-Keuls, que detectó diferencias significativas en NF-B acetilada 

(F(2, 20)=22,74, p<0,0001) y en NF-B acetilada/ NF-B (F(2, 20)= 4,45, p=0,03). *p≤0,05; ***p≤0,001 comparando 

con ratas jóvenes control; †p≤0,05; †††p≤0,01 comparando con ratas viejas control. En la parte inferior de las gráficas 

se encuentra un inmunoblot representativo de cada proteína en los distintos grupos experimentales.  
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4.4.3 Efectos del envejecimiento y del tratamiento crónico con resveratrol en ratas viejas 

sobre la enzima desacetilasa SIRT1  

 

SIRT1 (110 kDa) es una enzima desacetilasa de histonas y otras proteínas no histonas, que se ha 

descrito que puede estar implicada en los procesos de envejecimiento (Markus y cols., 2008) e 

inflamación a través de la desacetilación de proteínas como NF-B (Yeung y cols., 2004). En este 

sentido, en los últimos años muchos autores han considerado que descensos en los niveles de 

expresión de SIRT1 o la inhibición de su actividad podrían contribuir al desarrollo de 

enfermedades neurodegenerativas asociadas al envejecimiento (Qin y cols., 2006; Jiang y cols., 

2012; Herkovist y cols., 2013). En este apartado se estudiaron los niveles de inmunoreactividad 

de la proteína SIRT1 de 110 kDa en hipocampo, cuerpo estriado, corteza frontal y corteza parietal, 

durante el envejecimiento y tras el tratamiento con resveratrol en ratas viejas.  

 

Se estudiaron en primer lugar los niveles de inmunoreactividad de SIRT1 en el hipocampo, donde 

se observó en las ratas viejas una reducción de un 35 % de SIRT1 respecto las jóvenes, indicando 

que el envejecimiento provoca un descenso en los niveles de SIRT1 (Figura 67A). El tratamiento 

con resveratrol parece revertir esta tendencia; así los niveles de SIRT1 en las ratas viejas tratadas 

con resveratrol fueron similares a los de las ratas jóvenes (90 %) (Figura 67A).  

 

Al analizar los niveles de SIRT1 comprobamos que en las membranas de western blot aparecían 

dos bandas inmunoreactivas una a 110 kDa que corresponde a la proteína SIRT1 nativa y otra a 

75 kDa que se veía modulada por las distintas condiciones experimentales. Se ha descrito en 

condrocitos articulares humanos que tras la exposición a factores de estrés, como pueden ser las 

citoquinas inflamatorias TNF-IL-1, se produce la fragmentación proteolítica de SIRT1 

dando lugar a la formación de un fragmento inactivo de 75 kDa que se mantiene estable (Dvir-

Ginzberg y cols., 2011). Hemos podido comprobar que en hipocampo el envejecimiento también 

provoca una reducción de un 14 % de los niveles del fragmento de 75 kDa  (Figura 67B). La 

proporción entre la inmunoreactividad del fragmento de 75 kDa y la proteína nativa de 110 kDa 

(índice de fragmentación), es mayor en la ratas viejas que en las jóvenes (Figura 68). Por otra 

parte, el tratamiento crónico con resveratrol revierte los efectos del envejecimiento también sobre 

los valores de inmunoreactividad del fragmento de 75 kDa, que son similares a los de las ratas 

jóvenes (103 %) (Figura 67B).  Por lo que el índice de fragmentación de SIRT1 tras el tratamiento 

con resveratrol desciende hasta valores próximos a los de las ratas jóvenes (Figura 68).  

 

Estos resultados indican que en las ratas viejas se produce una disminución sustancial de SIRT1, 

que además va acompañada de mayor índice de fragmentación. Lo que podria estar relacionado 

con el aumento del estado proinflamatorio de las ratas viejas. Además, el resveratrol que ha 
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demostrado su efectividad en la restauración de los déficits cognitivos asociados con la edad, 

restaura los niveles de SIRT1 en ratas viejas (Figura 67A) y reduce significativamente el índice 

de fragmentación (Figura 68). 

 

Figura 67. Efectos del envejecimiento y del  tratamiento crónico con resveratrol (20 mg/kg/día, i.p., n=6, 30 días) en 

ratas viejas sobre los niveles de inmunodensidad en hipocampo de rata de: A) SIRT1 (110 kDa) y B) el fragmento de 

75 kDa de SIRT1. Se utilizaron como controles animales jóvenes (3 meses, n=8) y viejos (20 meses, n=6) a los que se 

les administró aceite de maíz (1 ml/kg/día, i.p., 30 días). Las barras representan la media ± error estándar de n 

experimentos por grupo (realizados por cuadruplicado) y se expresan como porcentaje de las ratas jóvenes. Las 

proteínas SIRT1 (110 kDa y 75 kDa) y -tubulina se analizaron en las mismas membranas para cada muestra. Para el 

análisis estadístico se utilizó one-way ANOVA seguido por el test de Newman-Keuls, que detectó diferencias 

significativas en SIRT1 (F(2, 20)= 78,72, p<0,0001) y en el fragmento de 75 kDa (F(2, 20)= 13,39, 

p=0,0004).***p≤0,001 comparando con ratas jóvenes control; †††p≤0,001 comparando con ratas viejas control. En la 

parte inferior de las gráficas se encuentra un inmunoblot representativo de cada proteína en los distintos grupos 

experimentales (30 g de proteína cargada). 
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Figura 68. Índice de fragmentación de la proteína SIRT1 de 110 kDa en el fragmento de 75 kDa en hipocampo de ratas 

jóvenes, viejas y viejas tratadas con resveratrol (20 mg/kg/día, i.p., n=6, 30 días). Se utilizaron como controles animales 

jóvenes (3 meses, n=8) y viejos (20 meses, n=6) a los que se les administró aceite de maíz (1 ml/kg/día, i.p., 30 días). 

Las barras representan la media ± error estándar de n experimentos por grupo (realizados por cuadruplicado) y se 

expresan en relación a las ratas jóvenes control. Se utilizaron las mismas membranas con un anticuerpo específico que 

detecta ambas formas de SIRT1. Para el análisis estadístico se utilizó one-way ANOVA seguido por el test de Newman-

Keuls, que detectó diferencias significativas (F(2, 20)=28,31, p<0,0001): ***p≤0,001 comparando con ratas jóvenes 

control; †††p≤0,001 comparando con ratas viejas control.  

 

Tras observar que el envejecimiento provoca cambios significativos en los niveles de la proteína 

SIRT1 (110 kDa y 75 kDa) en una región especializada en procesos cognitivos como es el 

hipocampo, y que el tratamiento con resveratrol revierte estas diferencias; decidimos estudiar si 

este fenómeno ocurre de forma generalizada en todo el cerebro o se trataba de un efecto exclusivo 

del hipocampo. Por este motivo se analizaron otras regiones que junto con el hipocampo 

participan en diferentes procesos cognitivos, como son: el cuerpo estriado que está implicado en 

el aprendizaje y la memoria, y la corteza frontal que es importante en la integración de 

información y ejecución de la conducta. Además, se estudió la corteza parietal para poder 

comparar los resultados de las regiones anteriores con los de una región menos implicada en la 

regulación de los procesos cognitivos. 

 

El envejecimiento también reduce los niveles de SIRT1 en el estriado (47 %) (Figura 69A) y en 

la corteza frontal (29 %) (Figura 69C), respecto ratas jóvenes. El tratamiento con resveratrol 

contrarresta el efecto de la edad, ya que favorece la recuperación de los niveles de SIRT1 en 

estriado (78 %) (Figura 69A) y en corteza frontal (90 %)  (Figura 69C), también respecto los 

animales jóvenes.  

 

Además, se observa una reducción del fragmento de 75 kDa de SIRT1 debido al envejecimiento 

en estriado (22 %) (Figura 69B) y corteza frontal (11 %) (Figura 69D), respecto ratas jóvenes. 

Estos descensos son revertidos tras el tratamiento con resveratrol en estriado (114 %) (Figura 
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69B), en corteza frontal (96 %) (Figura 69D). En el estriado y en la corteza frontal la proporción 

del fragmento de 75 kDa respecto a la forma completa de 110 kDa, aumenta en las ratas viejas y 

disminuye tras el tratamiento con resveratrol (Figura 70A y B). Lo que está en consonancia con 

los resultados obtenidos en el hipocampo. Por otra parte, en la corteza parietal no se observaron 

cambios significativos en la inmunoreactividad de SIRT1, ni en la forma nativa de 110 kDa ni en 

el fragmento de 75 kDa (Figura 69E y F).  

 

Estos resultados muestran, en primer lugar, una reducción importante de SIRT1 asociada al 

envejecimiento en regiones cerebrales relevantes para los procesos cognitivos. En segundo lugar, 

que esta reducción va acompañada de un incremento en el índice de fragmentación de esta 

proteína. Y en tercer lugar que el resveratrol resulta eficaz para revertir estos efectos en las mismas 

regiones cerebrales responsables del deterioro cognitivo asociado al envejecimiento. 
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Figura 69. Efectos del envejecimiento y del tratamiento crónico con resveratrol (20 mg/kg/día, i.p., n=6, 30 días) en 

ratas viejas sobre los niveles de inmunodensidad de: A) SIRT1 (110 kDa) y B) SIRT1 (75 kDa) en estriado; C) SIRT1 

(110 kDa) y D) SIRT1 (75 kDa) en corteza frontal; y E) SIRT1 (110 kDa) y F) SIRT1 (75 kDa) en corteza parietal. Se 

utilizaron como controles animales jóvenes (3 meses, n=8) y viejos (20 meses, n=6) a los que se les administró aceite 

de maíz (1 ml/kg/día, i.p., 30 días). Las barras representan la media ± error estándar de n experimentos por grupo 

(realizados por cuadruplicado) y se expresan como porcentaje de las ratas jóvenes control. Las proteínas SIRT1 (110 

kDa y 75 kDa) y -tubulina se analizaron en las mismas membranas para cada muestra. Para el análisis estadístico se 

utilizó one-way ANOVA seguido por el test de Newman-Keuls, que detectó diferencias significativas en estriado (110 

kDa: F(2, 20)=25,33, p<0,0001; 75 kDa: F(2, 20)=6,176, p=0,0130), y en corteza frontal (110 kDa: F(2, 20)=13, 

p=0,0008; 75 kDa: F(2, 20)=5,38, p=0,0173). *p≤0,05; ** p≤0,01; ***p≤0,001 comparando con las ratas jóvenes 

control, y †p≤0,05; ††p≤0,01 comparando con las ratas viejas control. En la parte inferior de las gráficas se encuentra 

un inmunoblot representativo de cada proteína en los distintos grupos experimentales (30 g de proteína cargada). 
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Figura 70. Índice de fragmentación de la proteína SIRT1 de 110 kDa en el fragmento de 75 kDa, en estriado (A), 

corteza frontal (B) y corteza parietal (C) de ratas jóvenes, viejas y viejas tratadas con resveratrol (20 mg/kg/día, i.p., 

n=6, 30 días). Se utilizaron como controles animales jóvenes (3 meses, n=8) y viejos (20 meses, n=6) a los que se les 

administró aceite de maíz (1 ml/kg/día, i.p., 30 días). Las barras representan la media ± error estándar de n experimentos 

por grupo (realizados por cuadruplicado) y se expresan en relación a las ratas jóvenes control. Se utilizaron las mismas 

membranas con un anticuerpo específico que detecta ambas formas de SIRT1. Para el análisis estadístico se utilizó one-

way ANOVA seguido por el test de Newman-Keuls, que detectó diferencias significativas en estriado (F(2, 20)=6,38, 

p=0,01) y corteza frontal (F(2, 20)=4,96, p=0,02): *p≤0,05; **p≤0,01 comparando con ratas jóvenes control.  

 

 

4.4.4 Efecto del tratamiento crónico con silimarina, quercetina y naringenina en hipocampo 

de ratas viejas sobre la enzima desacetilasa SIRT1 

 

Después de haber comprobado que el tratamiento con resveratrol revierte los efectos del 

envejecimiento sobre los niveles de SIRT1 en regiones especializadas en procesos cognitivos, 

decidimos analizar si los tratamientos con otros polifenoles producen los mismos efectos. Y así 

determinar si este fenotipo es debido al carácter polifenólico del resveratrol (Figura 71).  

 

Los resultados que presentamos a continuación corroboran que el envejecimiento tiene el efecto 

de disminuir los niveles de inmunoreactividad de SIRT1 en hipocampo. Ya que tras el análisis de 

otros grupos de ratas viejas, constatamos descensos en los niveles de SIRT1 comprendidos entre 

un 28 % a 43 % (Figura 71A, C y E) y de un 12,7 % del fragmento de 75 kDa (Figura 71B, D y 

F), respecto las ratas jóvenes, siendo la proporción entre el fragmento de 75 kDa y la proteína 

completa (110 kDa) mayor en ratas viejas (Figura 72). 

 

Por otro lado, se puede observar como también el tratamiento con silimarina revierte los efectos 

de la edad, aumentando hasta un 77 % los niveles de SIRT1 (110 kDa) (Figura 71A),  y 

consiguiendo que los niveles del fragmento de 75 kDa fueran similares a los de ratas jóvenes 

control (Figura 71B). Por tanto, la proporción entre ambas formas de SIRT1 en los animales 

tratados con silimarina es similiar a la que se observa en las ratas jóvenes (Figura 72A). Estos 

resultados parecen indicar que la silimarina tiene un efecto beneficioso en la recuperación de los 

niveles de SIRT1 durante el envejecimiento en el hipocampo similar al resveratrol. 
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El tratamiento con quercetina también tiene un efecto protector en el hipocampo de ratas viejas 

conservando los niveles de esta proteína en valores próximos a los que presentan las ratas jóvenes 

(Figura 71C). También incrementa los niveles del fragmento de 75 kDa hasta un 115 % respecto 

a los animales jóvenes  (Figura 71D). En este caso la proporción entre el fragmento de 75 kDa y 

la forma nativa de la proteína SIRT1 aumenta debido al envejecimiento, y se ve reducida tras el 

tratamiento con quercetina, llegando a valores próximos a los de las ratas jóvenes (Figura 72B).  

 

El último polifenol que hemos estudiado ha sido la naringenina, que de forma similar a los otros 

polifenoles revierte el efecto del envejecimiento, restaurando hasta un 92,76 % los niveles de 

SIRT1 110 kDa en ratas viejas (Figura 71E) y hasta un 112,96 % el fragmento de 75 kDa, 

respecto ratas jóvenes (Figura 71F). En cuanto a la proporción del fragmento de 75 kDa respecto 

a la forma completa de la proteína SIRT1 110 kDa, observamos los mismos efectos que los 

descritos en los casos anteriores. Es decir, el envejecimiento aumenta está proporción 

demostrando un estado proinflamatorio en hipocampo, que es revertido tras el tratamiento con 

naringenina (Figura 72C).  
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Figura 71. Efectos del envejecimiento y del tratamiento crónico con silimarina (n=5) (A, B), quercetina (n=7) (C, D) 

y naringenina (n=6) (E, F) (20 mg/kg/día, i.p., n=5, 30 días) en ratas viejas sobre los niveles de inmunodensidad de 

SIRT1 (110 kDa) y su fragmento de 75 kDa en hipocampo. Se utilizaron como controles animales jóvenes (3 meses, 

n=8) y viejos (18 meses, n=6) a los que se les administró aceite de maíz (1 ml/kg/día, i.p., 30 días). Las barras 

representan la media ± error estándar de n experimentos por grupo (realizados por cuadruplicado) y se expresan como 

porcentaje respecto a las ratas jóvenes control. Se utilizaron las mismas membranas re-bloteadas para la comparación 

de SIRT1 y -tubulina. Para el análisis estadístico se utilizó one-way ANOVA seguido por el test de Newman-Keuls, 

que detectó diferencias significativas entre los grupos de animales jóvenes, viejos y tratados con silimarina (110 kDa: 

F(2, 19)=57,17, p<0,0001; 75 kDa: F(2, 19)=5,64, p=0,016), quercetina (110 kDa: F(2, 21)=28,19, p<0,0001; 75 kDa: 

F(2, 21)=17,43, p=0,0001) y naringenina (F(2, 20)=4,77, p=0,024; F(2, 20)=9,45, p=0,0025): *p≤0,05;  ** p≤0,01; 

***p≤0,001 comparando con las ratas jóvenes control,  y †p≤0,05; ††p≤0,01; †††p≤0,001 comparando con las ratas viejas 

control. En la parte inferior de las gráficas se encuentra un inmunoblot representativo de la inmunodensidad de la 

proteína SIRT1 de 110 kDa, de su fragmento de 75 kDa, y de la proteína -tubulina en cada uno de los grupos 

experimentales (30 g de proteína cargada). 
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Figura 72. Índice de fragmentación de la proteína SIRT1 de 110 kDa en el fragmento de 75 kDa en hipocampo de ratas 

jóvenes, viejas y viejas tratadas de forma crónica con silimarina (n=5) (A), quercetina (n=7) (B), y naringenina (n=6) 

(C) (20 mg/kg/día, i.p., 30 días). Se utilizaron como controles animales jóvenes (3 meses, n=8) y viejos (20 meses, 

n=6) a los que se les administró aceite de maíz (1 ml/kg/día, i.p., 30 días). Las barras representan la media ± error 

estándar de n experimentos por grupo (realizados por cuadruplicado) y se expresan en relación a las ratas jóvenes 

control. Se analizaron la forma nativa de SIRT1 110 kDa y su fragmento de 75 kDa en las mismas membranas con un 

anticuerpo específico que detecta ambas formas. Para el análisis estadístico se utilizó one-way ANOVA seguido por el 

test de Newman-Keuls, que detectó diferencias significativas entre los grupos de animales jóvenes, viejos y tratados 

con silimarina (F(2, 19)=19,21, p<0,0001), quercetina (F(2, 21)=10,30, p<0,0015) y naringenina (F(2, 20)=5,71, 

p=0,01): *p≤0,05; **p≤0,01; ***p≤0,001comparando con ratas jóvenes control; †p≤0,05 comparando con ratas viejas 

control.  

 

 

Por tanto en este apartado comprobamos que el envejecimiento en el hipocampo disminuye entre 

un 28 y un 48 % los niveles de SIRT1, y entre un 13 % y 16 % los de su fragmento de 75 kDa. 

Siendo la proporción entre 75 kDa y 110 kDa mayor en ratas viejas, lo que sugiere que el 

envejecimiento genera un estado proinflamatorio que activa la fragmentación de la proteína 

SIRT1. En este sentido, los tratamientos crónicos con silimarina, quercetina y naringenina 

revierten los efectos del envejecimiento, conservando la forma nativa de SIRT1, y evitando su 

fragmentación.  

 

4.4.5 Efecto del tratamiento crónico con silimarina, quercetina y naringenina sobre la 

acetilación de la proteína NF-B en hipocampo de ratas viejas 

 

Una vez comprobado que otros polifenoles inducen efectos similares al resveratrol sobre los 

niveles de SIRT1 en el envejecimiento, así como que este efecto del resveratrol sobre SIRT1 y 

del envejecimiento en si, se correlaciona con cambios en los niveles de la forma acetilada de la 

proteína NF-B, nos planteamos analizar si estos otros polifenoles modulan de forma similar la 

actividad de NF-B. Por este motivo estudiamos los niveles totales de inmunoreactividad de la 

proteína NF-B (65 kDa) y cuando está acetilada en la lisina 310 de RelA/p65 (NF-B acetilada), 

en el hipocampo de ratas jóvenes (3 meses), viejas (20 meses) y viejas tratadas con silimarina, 

quercetina y naringenina (20 mg/kg/día, i.p, 30 días). 
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Comprobamos en el hipocampo de otros grupos de animales los mismos efectos que en el apartado 

4.4.2.2 para la forma acetilada y total de NF-B. El envejecimiento provoca un aumento de los 

niveles de inmunoreactividad de NF-B acetilada, que ocsila entre un 14 % (Figura 73A y G) y 

18 % (Figura 73D), y no parece afectar los niveles totales de la proteína NF-B (Figura 73B, E 

y H). Aumentando la proporción de los niveles de acetilación de NF-B respecto los niveles 

totales de la proteína (Figura 73C, F y I). 

 

Una vez corroborados los efectos del envejecimiento sobre NF-B estudiamos qué ocurre tras los 

tratamientos crónicos con polifenoles sobre esta proteína. Se observó que en ratas viejas estos 

tratamientos reducen de forma significativa los niveles de acetilación de la proteína NF-B 

reduciéndolo a valores similares a los de ratas jóvenes control (73,77 %, 80,85 % y 57,95 % en 

los tratamientos con silimarina, quercetina y naringenina respectivamente) (Figura 73A, G y D). 

Por tanto, los tratamientos no solo revierten el incremento de la forma acetilada provocado por el 

envejecimiento, sino que además reduce sus niveles por debajo de los niveles de las ratas jóvenes. 

De todos modos, este fenómeno se ve acompañando con una reducción en los niveles totales de 

la proteína NF-B respecto a ratas jóvenes y viejas, de un 37,38 % y 24,55 % tras el tratamiento 

con silimarina (Figura 73B), de un 36,84 % y 33,98 % con quercetina (Figura 73E) y de un 

49,72 % y 43,96 % con naringenina (Figura 73H). Con lo que la reducción observada en los 

niveles de NF-B acetilado es principalmente debido a una reducción en la expresión de la 

proteína total provocada por el tratamiento con polifenoles y no a un cambio en la proporción de 

proteína acetilada (Figura 73C, F y I). Tampoco se puede descartar que la reducción observada 

en los niveles totales de NF-B se deba a un efecto de degradación de NF-B por parte de los 

polifenoles. 

 

Estos resultados en conjunto sugieren que el envejecimiento provoca un aumentando del estado 

proinflamatorio en el hipocampo, incrementando la acetilación de NF-B, al menos en la lisina 

310 de la subunidad p65. Sin embargo, los tratamientos con polifenoles parecen contrarrestar 

estos efectos del envejecimiento sobre la vía de señalización de NF-B, reduciendo el fenotipo 

proinflamatorio en ratas viejas mediante la disminución de los niveles totales de NF-B. 
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Figura 73. Efectos del envejecimiento y del tratamiento crónico con silimarina (n=5) (A, B, C), quercetina (n=7) (D, 

E, F) y naringenina (n=6) (G, H, I) (20 mg/kg/día, i.p., n=5, 30 días) en hipocampo de ratas viejas sobre los niveles de 

inmunodensidad de NF-B acetilada, NF-B total, y la relación entre ambas formas. Se utilizaron como controles 

animales jóvenes (3 meses, n=8) y viejos (18 meses, n=6) a los que se les administró aceite de maíz (1 ml/kg/día, i.p., 

30 días). Las barras representan la media ± error estándar de n experimentos por grupo (realizados por cuadruplicado) 

y se expresan como porcentaje respecto a las ratas jóvenes control. Se utilizaron las mismas membranas re-bloteadas 

para la comparación de la forma acetilada y total de cada proteína, así como para la -tubulina. Para el análisis 

estadístico se utilizó one-way ANOVA seguido por el test de Newman-Keuls que detectó diferencias significativas en 

silimarina: A) F(2, 19)=17,62, p=0,0002, B) F(2, 19)=7,2, p=0,0071, C) F(2, 19)=3,09, p=0,047; quercetina D) F(2, 

21)=21,26, p<0,0001, E) F(2, 21)=29,53, p<0,0001, F) F(2, 21)=6,72, p=0,009; y naringenina G) F(2, 20)=59,77, 

p<0,0001, H) (F(2, 20)=66,81, p<0,0001, I) F(2, 20)=3,74, p=0,04. *p≤0,05;  ** p≤0,01; ***p≤0,001 comparando con 

las ratas jóvenes control, y †p≤0,05; †††p≤0,001 comparando con las ratas viejas control. En la parte inferior de las 

gráficas se encuentra un inmunoblot representativo de la inmunodensidad de NF-B acetilada, NF-B y de la proteína 

-tubulina en cada uno de los grupos experimentales (30 g de proteína cargada). 
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4.4.6 Correlación entre los niveles de las proteínas SIRT1 y NF-B durante el 

envejecimiento y tras los tratamientos con polifenoles 

 

En los resultados presentados anteriormente se observa que los polifenoles resveratrol, silimarina, 

quercetina y naringenina parecen ejercer parte de sus propiedades antienvejecimiento a través de 

la modulación de la proteína SIRT1 y de la vía de señalización de NF-B, en regiones cerebrales 

claves para la funcionalidad de los procesos cognitivos, como el hipocampo. Así, se consideró 

interesante ver si existe una correlación entre los niveles de estas proteínas. Para ello se analizó 

de forma conjunta todos los tratamientos realizados en ratas viejas, comparándolo con las ratas 

jóvenes y viejas control. 

 

Al analizar de forma conjunta todos los grupos de animales jóvenes y viejos, se comprobó que el 

envejecimiento reduce los niveles de SIRT1 en un 35 % (Figura 74A), acompañado de un 

descenso de un 14 % del fragmento de 75 kDa (Figura 74B), respecto las ratas jóvenes. Al 

respecto, los polifenoles resveratrol, silimarina, quercetina y naringenina comparten la capacidad 

de revertir los efectos del envejecimiento, a través de la recuperación del descenso de SIRT1 (110 

kDa) y de su fragmento de 75 kDa. De esta forma las ratas viejas tratadas con polifenoles vuelvan 

a tener cantidades similares de SIRT1 (110 kDa y 75 kDa) a los que presentan las ratas jóvenes 

control (110 kDa y 75 kDa: 77 % y 100 % en silimarina, 86 % y 115 % en quercetina, 93 % y 113 

% en naringenina, 90 % y 103 % en resveratrol, respectivamente). Aunque se observa una ligera 

variabilidad entre el efecto de los diferentes tratamientos, no hay diferencias significativas entre 

ellos, por lo que el grado de efectividad parece ser similar en todos los tratamientos.  
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Figura 74. Efectos del envejecimiento y de los tratamientos crónicos con silimarina (n=5), quercetina (n=7), 

naringenina (n=6) y resveratrol (n=6) (20 mg/kg/día, i.p, 30 días) en hipocampo de ratas viejas sobre la 

inmunoreactividad de: A) SIRT1 (110 kDa) y B) SIRT1 (75 kDa), en comparación con ratas jóvenes (3 meses, n=8) y 

viejas (18-20 meses, n=6) a las que se les administró  aceite de maíz (1 ml/kg/día, i.p, 30 días). Las barras representan 

la media ± error estándar de n experimentos por grupo (realizados por cuadruplicado) y se expresan como porcentaje 

respecto a las ratas jóvenes control. Se utilizaron las mismas membranas para la comparación de la proteína SIRT1 

(110 kDa y 75 kDa) y su re-blot para tubulina. Para el análisis estadístico se utilizó one-way ANOVA seguido por 

el test de Newman-Keuls, que detectó diferencias sifnificativas en: SIRT1 110 kDa: F(5, 38)=13,46, p<0,0001) y 75 

kDa: F(5, 38)=6,89, p=0,0002). *p≤0,05;  **p≤0,01; ***p≤0,001 comparando con las ratas jóvenes control,  y  †p≤0,05; 

†††p≤0,001 comparando con las ratas viejas control. En la parte inferior de las gráficas se encuentra un inmunoblot 

representativo de la inmunodensidad de SIRT1 (110 kDa), del fragmento de 75 kDa y de la proteína -tubulina en los 

distintos grupos experimentales (30 g de proteína cargada). 
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La proteína SIRT1 es una enzima desacetilasa de histonas y otras proteínas no histonas, entre sus 

dianas de desacetilación se encuentra NF-B. Siendo la vía de señalización de NF-B clave para 

el desarrollo de los procesos inflamatorios. Por este motivo hemos estudiado si esta vía de 

señalización puede estar afectada por los cambios que ocurren en SIRT1 durante el 

envejecimiento y tras los tratamientos con polifenoles.  

 

Al recopilar todos lo datos del estudio de la vía de señalización de NF-B en el hipocampo de 

ratas, se observó que el envejecimiento aumentó los niveles de acetilación de NF-B (16 %), 

respecto ratas jóvenes (Figura 75A). Sin embargo, el envejecimiento no provocó alteraciones en 

los niveles totales de NF-B (Figura 75B). Por otro lado, los tratamientos con polifenoles 

inhibieron la acetilación de NF-B, que desciende hasta un 74 %, 81 %, 58 %, 92 %, en silimarina, 

quercetina, naringenina y resveratrol, respectivamente, respecto las ratas jóvenes. El tratamiento 

con resveratrol fue el que provocó un efecto menor, en cambio el tratamiento con naringenina fue 

el más efectivo (Figura 75A). A diferencia de lo que ocurre durante el envejecimiento, los 

tratamientos con polifenoles también provocan un descenso en los niveles totales de NF-B 

(37,38 % en silimarina, 36,88 % en quercetina, 51,28 % en naringenina, y un 14,59 % en 

resveratrol) (Figura 75B).  
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Figura 75. Efectos del envejecimiento y de los tratamientos crónicos con silimarina (n=5), quercetina (n=7), 

naringenina (n=6) y resveratrol (n=6) (20 mg/kg/día, i.p,30 días) en hipocampo de ratas viejas sobre la 

inmunoreactividad de: A) NF-B acetilada, B) NF-B, C) NF-B acetilada respecto NF-B, en comparación con ratas 

jóvenes (3 meses, n=8) y viejas (18-20 meses, n=6) a las que se les administró  aceite de maíz (1 ml/kg/día, i.p, 30 

días). Las barras representan la media ± error estándar de n experimentos por grupo (realizados por cuadruplicado) y 

se expresan como porcentaje respecto a las ratas jóvenes control. Se utilizaron las mismas membranas re-bloteadas para 

la comparación de la forma acetilada y total de NF-B, así como para la -tubulina. Para el análisis estadístico se utilizó 

one-way ANOVA seguido por el test de Newman-Keuls que detectó diferencias significativas en: NF-B acetilada F(5, 

38)=32,40, p<0,0001, NF-B total F(5, 38)=2,68, p=0,041). *p≤0,05;  **p≤0,01; ***p≤0,001 comparando con las ratas 

jóvenes control, y †††p≤0,001 comparando con las ratas viejas control. En la parte inferior de las gráficas se encuentra 

un inmunoblot representativo de la inmunodensidad de NF-B acetilada, NF-B y la proteína -tubulina en los distintos 

grupos experimentales (30 g de proteína cargada). 
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La actividad transcripcional de NF-B puede regularse modificando entre otros mecanismos los 

niveles de acetilación de la proteína y/o sus niveles totales, que son dos factores que están 

relacionados. Por ello se estudió la correlación entre los niveles totales y acetilados de NF-B, en 

ratas tratadas con los diversos polifenoles y se comparan con los de las ratas jóvenes y viejas 

control (Figura 76). Al respecto, de forma muy interesante se observó que todos los tratamientos 

con los polifenoles resveratrol, silimarina, quercetina y naringenina en ratas viejas modulan 

claramente los niveles totales y acetilados de NF-B, observándose una buena correlación entre 

ambas. Se mantiene la misma proporción entre la forma total y acetilada de NF-B que en las 

ratas jóvenes, por lo que se observa que tras los tratamientos con polifenoles existe una 

correlación lineal con los resultados de las ratas jóvenes.  
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Figura 76. Correlación entre los niveles totales y acetilados de NF-B en hipocampo de ratas viejas (18-20 meses) 

tratadas con resveratrol (n=5), silimarina (n=5), quercetina (n=6), y naringenina (n=6) (20 mg/kg/día, i.p, 30 días) en 

comparación con ratas control jóvenes (3 meses, n=8) y viejas (18-20 meses, n=6) a las que se les administró aceite de 

maíz (1 ml/kg/día, i.p, 30 día).  

 

Como se ha observado en otros estudios la proteína SIRT1 desacetila la subunidad RelA/p65 de 

NF-B (Yeung y cols., 2004; Kwon y cols., 2008). Por lo que una vez comprobados los efectos 

de los polifenoles en SIRT1 y en la vía de señalización de NF-B, estudiamos la correlación entre 

SIRT1 y los niveles totales y acetilados de NF-B (Figura 77). Los resultados de este estudio 

indican que existe una correlación inversa entre los niveles de SIRT1 (110 kDa) y los niveles 

acetilados (Figura 77A) y totales (Figura 77B) de NF-B. De forma que el aumento de la 

inmunoreactividad de SIRT1 en las ratas tratadas con polifenoles está acompañado de la 
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disminución de la inmunoreactividad de NF-B acetilada y NF-B total. Sugiriendo que parte de 

los mecanismos de acción de los tratamientos con polifenoles podrían estar mediados por SIRT1, 

que parece modular de forma directa o indirecta la vía de señalización de NF-B, por medio de 

reducir tanto los niveles totales de la proteína como su acetilación, que como hemos demostrado 

son dos factores directamente relacionados (Figura 76). 
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Figura 77. Correlación entre los niveles de inmunoreactividad de SIRT1 (110 kDa) y A) NF-B acetilada, B) NF-B 

total en hipocampo de ratas viejas (18-20 meses) tratadas con resveratrol (n=5), silimarina (n=5), quercetina (n=6), y 

naringenina (n=6) (20 mg/kg/día, i.p, 30 días), en comparación con ratas control jóvenes (3 meses, n=8) y viejas (18-

20 meses, n=6) a las que se les administró aceite de maíz (1 ml/kg/día, i.p, 30 días).  
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Discusión 

 

143 

 

A lo largo de la historia, el envejecimiento siempre ha sido un tema de interés para la humanidad. 

Sin embargo, los mayores avances científicos en el estudio de este proceso han ocurrido en las 

últimas décadas. Algo que se debe en parte al desarrollo de la medicina y la tecnología, que ha 

favorecido un incremento de la proporción de población longeva a nivel mundial (World 

Population Prospects: The 2012 Revision). Este contexto demográfico ha generado la necesidad 

de comprender mejor los cambios que ocurren durante el envejecimiento, así como de encontrar 

estrategias encaminadas a prevenir, atenuar o retrasar sus consecuencias.  

 

El envejecimiento es un fenómeno común en todos los organismos que se caracteriza por un 

progresivo deterioro en diferentes funciones y sistemas (López-Otín y cols., 2013). Entre sus 

múltiples causas se encuentran la acumulación de daño oxidativo durante el metabolismo normal 

(Harman, 1956) y el exceso o desregulación de los procesos de inflamación (Salminen y cols., 

2008 a y b). Durante el envejecimiento, el cerebro es una de las estructuras más sensibles al daño 

oxidativo. Los motivos son un consumo más elevado de oxígeno que otros tejidos en la 

respiración mitocondrial (Queen y cols., 2010), acompañado de un descenso en la funcionalidad 

de los sistemas antioxidantes endógenos (Sohal, 1990 a y b; Coyle, 1993; Reiter, 2001; Keller y 

cols., 2005; Mariani, 2005; Freeman, 2012, Venkataraman y cols., 2013). Con la finalidad de 

encontrar tratamientos frente a estos cambios, se han realizado estudios epidemiológicos que 

indican que el consumo de dietas ricas en antioxidantes puede ser una estrategia para reducir el 

estrés oxidativo, a través de compensar el descenso de defensas antioxidantes (Queen y cols., 

2010; Ogle y cols., 2013). Entre los antioxidantes presentes en la dieta, se encuentran los 

polifenoles (Chung y cols., 2010, Jayasena y cols., 2013). Existen más de 10.000 compuestos 

polifenólicos (Shakibaei y cols., 2009), algunos de los cuales se ha descrito que tienen 

propiedades antioxidante y antiinflamatorias a nivel cerebral. Además, otra característica 

beneficiosa es que son moléculas lipofílicas, lo que les permite cruzar la BBB llegando al SNC 

(Youdim y cols., 2004; Pandey y Rizvi, 2009). Las propiedades de los polifenoles han sido 

estudiadas in vitro y en modelos in vivo de diversas patologías neurodegenerativas. Sin embargo, 

pocos estudios se han realizado en animales viejos sanos, por lo que se desconocen sus efectos in 

vivo durante el envejecimiento normal.  

 

A partir de estas bases, el objetivo general de este trabajo fue estudiar si determinados polifenoles, 

como son el resveratrol, la silimarina, la quercetina y la naringenina, podrían generar efectos 

beneficiosos a nivel cerebral, actuando en los cambios que ocurren en el envejecimiento normal 

de ratas. Para ello se estudió el efecto de estos compuestos en las funciones cognitiva y motora, 

en la síntesis y metabolismo de los principales neurotransmisores monoaminérgicos implicados 

en dichas funciones y en los niveles de algunas proteínas relacionadas con el envejecimiento y la 

inflamación.  
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5.1 ESTANDARIZACIÓN DE LAS CONDICIONES EXPERIMENTALES Y 

SEGUIMIENTO DE PARÁMETROS FISIOLÓGICOS GENERALES 

 

El estudio del envejecimiento a nivel comportamental, requiere el diseño de experimentos donde 

se utilicen métodos animales in vivo que tienen la ventaja de ofrecer información más real sobre 

los cambios que ocurren en el organismo. Sin embargo, una de sus desventajas, es la variabilidad 

existente en las respuestas entre individuos. Por lo que en este trabajo, para que los resultados 

obtenidos fueran equiparables, fue necesario, además de estandarizar las condiciones 

experimentales (ej. dosis, duración y vía de administración de los tratamientos, edad de los 

animales), realizar un seguimiento de variable fisiológicas que pudieran influir en nuestros 

resultados durante los tratamientos.  

 

Para estandarizar las condiciones experimentales y considerando que se trata de un estudio sobre 

envejecimiento, uno de los puntos clave fue definir las edades de los grupos de animales de 

experimentación. Se considera que las ratas son jóvenes desde los 30 días (momento en el que 

acaba la pubertad) hasta los 5 meses. Después de este período son adultas hasta los 18 meses, que 

es cuando pierden la capacidad reproductora y comienza la vejez. Extrapolando las edades a 

humanos, se considera que 1 mes en ratas es comparable a 3 años en humanos (20 meses en una 

rata = 60 años en una persona) (Sengupta, 2011 y 2013). En esta fase de diseño experimental, otro 

punto importante fue seleccionar un vehículo de administración apropiado, para ello se utilizó 

aceite de maíz de Sigma-Aldrich, cuya composición varia respecto el aceite de maíz común, en 

que no presenta tocoferol (Corredor, 2006 y Corn refiners association, 2006). Este hecho es 

importante porque el tocoferol produce efectos a nivel cerebral (Ramis y cols., 2015). También 

descartamos efectos agudos de los polifenoles en los resultados observados sobre las funciones 

cognitivas analizadas, ya que la administración aguda de los diversos polifenoles no indujo 

alteraciones en la memoria. No obstante, en el caso de las pruebas que se realizaban a lo largo del 

tratamiento, el polifenol era administrado una vez finalizadas las pruebas, en lugar de 

administrarse a las 9 de la mañana. 

 

A lo largo de todos los tratamientos con polifenoles, se realizó un seguimiento de variables 

fisiológicas como el peso corporal y la ingesta; además, se registró de forma continua la 

temperatura corporal y la actividad motora a lo largo del tratamiento con resveratrol. No se 

observaron alteraciones en dichos parámetros debidas al tratamiento, lo que coincide con otros 

estudios que han descrito que la administración de polifenoles no provoca cambios en el peso, la 

ingesta (Juan y cols., 2002; Mayers y cols., 2009; Toumi y cols., 2013), la temperatura corporal 

(Mayers y cols., 2009) y la actividad motora (Samardžić y cols., 2013). A pesar de ello, en todos 

los casos se realizaron registros de la actividad motora de forma puntual, para comprobar que los 
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resultados observados en las pruebas cognitivas no estuvieran relacionados con cambios de 

actividad motora. Estos datos en conjunto nos permiten descartar que los efectos observados tras 

los tratamientos con polifenoles estén relacionados con dichas variables fisiológicas.  

 

5.2 EFECTOS DEL ENVEJECIMIENTO Y DE LOS TRATAMIENTOS CON 

POLIFENOLES EN LOS PROCESOS COGNITIVOS Y MOTORES 

 

Una de las características más notables del envejecimiento en humanos y roedores a nivel 

cerebral, es la aparición de un progresivo deterioro cognitivo. Este deterioro es en parte 

consecuencia del daño oxidativo acumulado en lípidos, proteínas y ácido nucleico a lo largo de la 

vida (Butterfield y cols., 2006; Haider y cols. 2014). En conjunto ocasiona alteraciones neuronales 

que determinan deterioro en las funciones cognitivas (Azcoitia y cols., 2005). De esta manera, 

durante el envejecimiento se ve muy afectada la memoria (Bartus y cols., 1990; Kluger y cols., 

1997; Borella y cols., 2008; Ramis y cols., 2013 y 2015) y el aprendizaje (Wilson y cols., 2002), 

que son dos procesos estrechamente relacionados. En particular, la memoria de trabajo se refiere 

a la capacidad del cerebro para codificar, mantener y manipular información durante un corto 

periodo de tiempo (Cowan, 2008). El declive en la memoria de trabajo en el envejecimiento 

(Payer y cols., 2006; Borella y cols., 2008) es considerado uno de los factores principales que 

contribuyen al deterioro cognitivo en la vejez (Park y cols., 2002; Borella y cols., 2008; Bizon y 

cols., 2012). Por lo que la búsqueda de estrategias que puedan revertir o paliar estos cambios ha 

sido objetivo de numerosas investigaciones (Takeuchi y cols., 2010; Morrison y Chein, 2011; 

Shipstead y cols., 2010), algunas de la cuales indican que la administración crónica de dietas 

enriquecidas con frutos rojos, o con determinados polifenoles como la luteolina mejoran la 

conducta exploratoria, diferentes tipos de memoria (de trabajo, episódica, espacial) y el 

aprendizaje en roedores viejos (Liu y cols., 2006; Shukitt-Hale y cols., 2009; Blaylock y cols., 

2012; Vauzour y cols., 2008). Por ello nos planteamos analizar si los tratamientos con los 

polifenoles resveratrol, silimarina, quercetina y naringenina también podrían compartir algunos 

de estos efectos beneficiosos con dichos tratamientos, ya que han sido descritos como sustancias 

con capacidad para reducir el daño oxidativo (Bastianetto y cols., 2000; Yao y cols., 2004, Pandey 

y Rizvi, 2009; Surai, 2015), así como indagar sobre los mecanismos implicados.  

 

En este trabajo se analizó la memoria de trabajo espacial por medio de la prueba del laberinto 

radial (radial maze) que depende de la función hipocampal y es una prueba comúnmente utilizada 

en el estudio comportamental de roedores (Bizon y cols., 2012; Martin y Clark, 2007); además, 

se analizó la memoria episódica por medio de la prueba de reconocimiento de objetos que se basa 

en la habilidad natural de los roedores para explorar novedades (Antunes y Biala, 2012).  
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En primer lugar constatamos el deterioro cognitivo en el envejecimiento a partir de un declive en 

la memoria de trabajo espacial y la memoria episódica en las ratas viejas  a los 18 meses de edad. 

En general, las ratas viejas necesitaron más del doble de tiempo para completar la prueba del 

laberinto radial que las ratas jóvenes y cometieron más errores. En cuanto a la memoria episódica 

también se comprobó un declive en las ratas viejas ya que discriminaron menos el objeto nuevo 

respecto al familiar que las ratas jóvenes. En segundo lugar, se observó que los tratamientos con 

los polifenoles resveratrol, silimarina, quercetina y naringenina tuvieron un efecto beneficioso en 

ratas viejas tras 30 días de tratamiento, mejorando significativamente la memoria de trabajo 

espacial y la memoria episódica. La mejora observada en la memoria espacial en todos los 

tratamientos con polifenoles se debió tanto a una reducción del tiempo necesario para completar 

la prueba como a una reducción importante del número de errores cometidos. En cuanto a la 

mejora observada en la memoria episódica en todos los tratamientos con polifenoles se debió a 

un incremento de la actividad exploratoria dirigida hacia el objeto nuevo. Esto demuestra que los 

polifenoles tienen un efecto protector en regiones como el hipocampo, que participa en los 

procesos de memoria, con especial énfasis en la memoria espacial (Morris y cols., 1982); y 

también protector del estriado, que es importante en el aprendizaje y en la elección de acciones 

(Cook y Kesner y cols., 1988; Brasted y cols., 1997), y por lo tanto se encarga de asociar los 

estímulos con las respuestas a estos, algo necesario en el laberinto radial y en la prueba de 

reconocimiento de objetos. 

 

En conjunto todos estos efectos observados tras los tratamientos con polifenoles podrían deberse 

a que éstos tuvieran la capacidad de contrarrestar los efectos del envejecimiento o a que estas 

sustancias tengan efectos estimulantes de la memoria (Giurgea, 1972; Bigford y cols., 2014). En 

relación con ello, se realizó un tratamiento con resveratrol en ratas adultas (9 meses), donde se 

observó una mejora a los 15 días de tratamiento, tanto en la memoria de trabajo como en la 

episódica, cuyos resultados llegan a ser incluso mejores que los de las ratas jóvenes, lo que podría 

indicar que el resveratrol tiene algunos efectos potenciadores de la memoria. Sin embargo, en 

estos animales adultos no se observó ningún deterioro cognitivo, por lo que esta edad no resultó 

de utilidad para estudiar los efectos de los polifenoles frente el declive cognitivo producido por 

el envejecimiento.  

 

Los efectos positivos observados en animales viejos tratados con polifenoles en comparación a 

animales control de su misma edad, varían dependiendo del tipo de memoria que se analiza y del 

tipo de tratamiento utilizado. Por ejemplo, se detectaron mejoras a partir de los 15 días en la 

memoria de trabajo espacial en los tratamientos con silimarina, quercetina y naringenina; y en la 

memoria episódica tras el tratamiento con silimarina. En cambio en el caso del resveratrol fueron 

necesarios 30 días para observar cambios en ratas viejas. Un dato interesante es que, se detectó 
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una mejoría significativa en todos los grupos de animales tratados con polifenoles, comparándolos 

respecto a si mismos a lo largo del tratamiento, acercándose a los valores que presentan los 

animales jóvenes, sugiriendo que estos polifenoles contrarrestan el efecto negativo de la edad 

sobre la memoria de trabajo espacial y episódica.  

 

Al observar efectos positivos en la memoria de trabajo y episódica tras todos los tratamientos con 

polifenoles, se planteó la posibilidad de que estos cambios en la memoria influyeran sobre el 

aprendizaje, que es una función cognitiva que depende de la memoria (Sweatt, 2003; Vicens y 

cols., 2003). Una prueba comportamental comúnmente utilizada para analizar el aprendizaje viso-

espacial de roedores es el laberinto de Barnes (Barnes, 1979). En el presente trabajo, utilizando 

esta prueba se detectó deterioro en el aprendizaje viso-espacial debido al envejecimiento. Se 

realizó también esta prueba a los animales tratados con silimarina, quercetina y naringenina. En 

el momento en que se estudió el tratamiento con resveratrol no se disponía del equipamiento 

necesario para llevar a cabo esta prueba, por lo que no se pudo realizar en estos animales. Se 

observó que los tratamientos con silimarina, quercetina y naringenina mejoran el aprendizaje viso-

espacial que se manifiesta por la reducción del tiempo de ejecución de la prueba y el número de 

errores que comenten al realizarla, respecto ratas viejas control. Estos dos parámetros dependen 

del tipo de estrategia que siguen los animales para encontrar la caja de escape. Así, lo que 

determinó el descenso en las variables anteriores, fue que los animales tratados con polifenoles 

aumentaron la preferencia por seguir las estrategias de búsqueda directa y seriada, que son más 

efectivas que la aleatoria. En general las estrategias observadas en las ratas viejas al finalizar los 

tratamientos con polifenoles fueron similares a las que presentaron las ratas jóvenes control, 

mientras que los controles viejos presentaron un mayor porcentaje de estrategia aleatoria y muy 

reducida la estrategia directa. Al respecto, se ha descrito que la activación de algunas regiones 

cerebrales determina la preferencia por un tipo específico de estrategia. Así el uso de la estrategia 

directa (espacial) se ha relacionado con la activación del hipocampo, en cambio la utilización de 

la estrategia seriada se ha relacionado con una activación del estriado (Packard y McGaugh 1992; 

Packard y Teather 1998; White y McDonald 2002; Packard y Knowlton 2002; Rueda-Orozco y 

cols., 2008). Por tanto, el declive relacionado con la edad en la actividad neural del hipocampo 

podría subyacer a los déficits observados en la memoria espacial, que se constata con la baja 

utilización de la estrategia directa en las ratas viejas (Foster, 1999). Concretamente, la alteración 

de los mecanismos de plasticidad sináptica del hipocampo que ocurren durante el envejecimiento 

podría ser una de las causas del deterioro espacial observado en el envejecimiento (Shapiro, 

2001). Por lo que, los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que los tratamientos 

con polifenoles han mejorado de forma notable la funcionalidad del hipocampo y también del 

estriado. 
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Otro de los fenómenos que ocurren durante el envejecimiento es la disfunción motora 

caracterizada por falta de coordinación, equilibrio y fuerza, lo que se ha relacionado con déficit 

en determinados tipos de neurotransmisores monoaminérgicos como la dopamina (Joseph y cols., 

1992, 1999, 2007; Kaasinen y Rinne, 2002) y disfunción del estriado (Seidler y cols., 2010). En 

primer lugar, observamos que el envejecimiento produjo un deterioro en la coordinación motora 

ya que las ratas viejas se mantuvieron en la rueda giratoria (prueba de rotarod) un tiempo de 

aproximadamente la mitad del correspondiente a las ratas jóvenes. Sin embargo, los tratamientos 

con resveratrol, silimarina, quercetina y naringenina mejoraron la coordinación motora de las 

ratas viejas, ya que incrementaron el tiempo de permanencia en la rueda giratoria (rotarod), 

aunque sin llegar al nivel de coordinación de las ratas jóvenes. Además, se detectaron mejorías 

dentro de cada grupo de animales tratados con polifenoles. En relación con nuestras 

observaciones, diversos estudios han detectado también efectos beneficiosos sobre la 

coordinación motora tras tratamientos antioxidantes con otros polifenoles tanto en humanos (Saul 

y cols., 2008; Boots y cols., 2008; Macready y cols., 2009; Valls-Pedret y cols., 2012) como en 

modelos animales de enfermedades neurodegenerativas (Liu y cols., 2006; Belinha y cols., 2007; 

Nencini y cols., 2007; Lu y cols., 2010; Khan, 2012; Ma y cols., 2013). Todo ello demuestra que 

los polifenoles no solo mejoran las capacidades cognitivas sino también la coordinación motora.  

 

Cabe destacar que la mejoría de la coordinación motora no se considera causa de los efectos 

favorables de los polifenoles en las pruebas cognitivas realizadas. Ya que el aumento en la 

coordinación motora no implica cambios importantes en el grado de actividad motora, que sí sería 

un factor que podría alterar las pruebas cognitivas. La actividad motora es importante para poder 

llevar a cabo de forma eficiente las pruebas cognitivas anteriormente descritas, ya que si las ratas 

tienen mayor actividad motora, se moverán más rápido durante las pruebas y por tanto tardarán 

menos tiempo en completarlas. Sin embargo, ello podría afectar de forma negativa al número de 

errores cometidos, los cuales hemos observado que mejoran en todos los tratamientos con 

polifenoles. Por lo que concluimos que el incremento de la coordinación motora, no ha sido la 

causa de la mejora observada tras los polifenoles en la ejecución de las pruebas cognitivas.  

 

Conocer estos datos no nos permite determinar la efectividad de estos tratamientos, ya que sería 

necesario realizar estudios adicionales utilizando diferentes dosis y duración de tratamientos. Sin 

embargo, si recapitulamos los resultados comportamentales, podemos afirmar que los 

tratamientos con los polifenoles mejoran las capacidades cognitivas y motoras, que están 

deterioradas durante el envejecimiento. Esto puede estar relacionado con las propiedades 

antioxidantes del resveratrol (Yang y cols., 2015), la silimarina (Nencini y cols., 2007), quercetina 

(Boots y cols., 2007; Haleagrahara y cols., 2009; Queen y cols., 2010; Toumi y cols., 2013; 

Angeline y cols., 2014) y naringenina (Hirai y cols., 2007; Chao y cols., 2010; Rahigude y cols., 
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2012), que ayudan a mantener unos niveles de defensas antioxidantes adecuados en regiones 

implicadas en los procesos cognitivos como el hipocampo y así evitan su degeneración. Se ha 

constatado que los fallos en estas funciones son debidos en parte a un descenso en los niveles de 

neurotransmisores monoaminérgicos, relacionados con las funciones cognitivas (Luine y cols., 

1990; Esteban y cols., 2010 a y b); por ejemplo el descenso de DA se ha relacionado con los fallos 

en la coordinación motora (Joseph y cols., 1992; Esteban y cols., 2010a, b) y deterioro de la 

memoria de trabajo espacial (Brozoski y cols., 1979). También se ha descrito que la lesión de vías 

serotonérgicas en hipocampo provoca deficiencias en la memoria de trabajo (Sprague y cols., 

2003). Así como la 5-HT estriatal está involucrada en la consolidación de la memoria y 

aprendizaje (Sweatt, 2003). Al tratarse los polifenoles de sustancias antioxidantes, parte de su 

mecanismo de acción podría estar relacionado con la protección de las enzimas limitantes de las 

vías de síntesis de monoaminas frente al daño oxidativo. Esto no excluye que los polifenoles 

además de actuar como antioxidantes, posean otros mecanismos de acción que determinen los 

efectos positivos que observamos. Por ejemplo a través de ejercer funciones antiinflamatorias o 

por medio de actuar sobre proteínas que tienen efectos a nivel cognitivo como es el caso de SIRT1. 

Por lo que una vez hemos definido los efectos a nivel cognitivo y motor, que producen los 

polifenoles durante el envejecimiento, nos centraremos en discutir los posibles mecanismos de 

acción que subyacen a estos efectos observados. 

 

5.3 EFECTOS DEL ENVEJECIMIENTO Y DE LOS TRATAMIENTOS CON 

POLIFENOLES SOBRE LOS SISTEMAS MONOAMINÉRGICOS 

 

Los procesos de memoria y aprendizaje, así como los motores están regulados por la actividad de 

neurotransmisores incluyendo la NA (Sara y cols., 1995; Vankov y cols., 1995; Collier y cols., 

2004; Kemp y Manahan-Vaughan 2008; Lemon y cols., 2009), la DA (Sahakian y cols., 1985; Li 

y cols., 2003; Manahan-Vaughan y Kulla, 2003; Lemon y cols., 2006; Cools, 2011) y la 5-HT 

(Fontana y cols., 1997; Meneses 1999; Kulla y Manahan-Vaughan, 2002; González-Burgos y 

Feria-Velasco, 2008; Seyedabadi y cols., 2014). Estos neurotransmisores son importantes en 

regiones relacionadas con los procesos cognitivos, como son el hipocampo donde llegan los 

terminales que sintetizan NA y 5-HT; y el estriado donde llegan los terminales que sintetizan la 

DA (Adams y cols., 2008; González-Burgos y Feria-Velasco 2008; Cools 2011). En este estudio 

hemos analizado la síntesis y acumulación de NA, DA y 5-HT en dichas regiones cerebrales de 

ratas viejas. Los resultados de este trabajo muestran un claro descenso en la síntesis y acumulación 

de estos neurotransmisores en hipocampo y estriado, pudiendo ser una de las causas del declive 

cognitivo y motor que hemos observado en ratas viejas. También estudiamos el efecto del 

envejecimiento en la síntesis y acumulación de 5-HT en la glándula pineal, que aunque no es una 

región implicada directamente en procesos cognitivos, está relacionada con la regulación de los 
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ciclos de sueño y vigilia que influyen sobre los anteriores. En la glándula pineal también se 

observó un descenso en la síntesis y acumulación de 5-HT. Los resultados obtenidos en este 

trabajo coinciden con estudios previos, que destacan el deterioro en la funcionalidad de los 

sistemas de neurotransmisión monoaminérgicos, en diferentes regiones cerebrales, como parte 

del proceso de envejecimiento  (Luine y cols., 1990; Venero y cols., 1991; Míguez y cols., 1999;  

Esteban 2010 a y b), siendo uno de los factores desencadenantes de los fallos a nivel cognitivo y 

motor (Meneses, 1999; Collier y cols., 2004; Murchison y cols., 2004; Koprowska y cols., 2004; 

Lemon y Manahan-Vaughan, 2006), así como de la prevalencia de enfermedades 

neurodegenerativas asociadas al envejecimiento como Alzheimer, Parkinson y también depresión 

(Hussain y Mitra, 2000).  

 

El descenso observado de la síntesis de monoaminas se debe a la reducción detectada de la 

actividad de las enzimas TPH y TH, que son las enzimas que regulan y limitan la síntesis de 

monoaminas. Para conocer la actividad de estas enzimas se utilizó el método de acumulación de 

DOPA y 5-HTP, que es la técnica comúnmente utilizada para monitorizar in vivo la actividad de 

síntesis de monoaminas (Carlsson y cols., 1972; Moranta y cols., 2009). Algunos de los motivos 

de la reducción de la actividad de estas enzimas pueden ser una fosforilación ineficiente y/o daño 

oxidativo en estas enzimas, provocado por el aumento de ROS que se produce en el 

envejecimiento, ya que algunos estudios han reportado que el estrés oxidativo inactiva 

directamente la función enzimática de TPH y TH (De  La Cruz y cols., 1996; Kuhn y Arthur 1996; 

Cash y cols., 1998; Hussain y Mitra, 2000). 

 

Al ser los polifenoles sustancias antioxidantes (Bastianetto y cols., 2000; Wenzel y cols., 2005; 

Sengottuvelan y cols., 2006), se estudió si esta característica podía influir en la funcionalidad de 

estas enzimas, regulando el descenso observado en la síntesis y acumulación de monoaminas en 

el envejecimiento. Al respecto, en este estudio se detectó que tras el tratamiento crónico con los 

polifenoles resveratrol, silimarina, quercetina y naringenina, se recuperaron los niveles de síntesis 

y por tanto la acumulación de monoaminas en el cerebro de ratas viejas (NA en hipocampo, DA 

en estriado y de 5-HT en hipocampo y estriado). También en la glándula pineal se observó un 

aumento en la síntesis de 5-HT, que determinó un incremento en su acumulación. Por tanto, los 

resultados del presente estudio muestran que estos tratamientos tienen un efecto neuroprotector 

en las neuronas, que se manifestaría con un aumento significativo en la actividad de las enzimas 

TH y TPH en sus dos isoformas (TPH-1 que está presente en la glándula pineal y TPH-2 que se 

encuentra en el hipocampo y estriado (Walther y cols., 2003)). Estos efectos posiblemente se 

deban a que los polifenoles protegen estas enzimas frente a los agentes oxidantes que causan la 

pérdida de funcionalidad enzimática (Wang y cols., 2011; Rose y cols., 2014). En este sentido, se 

han reportado efectos similares con el tratamiento con resveratrol en el sistema dopaminérgico de 
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roedores tras daño causado con la endotoxina lipopolisacárida (LPS), 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-

tetrahydropyridine (MPTP), o 6-hydroxyl dopamine (Blanchet y cols., 2008; Wang y cols., 2011; 

Lofrumento y cols., 2014; Rose y cols., 2014). Comparando el efecto de los distintos tratamientos 

sobre los niveles de síntesis y acumulación de monoaminas, observamos que todos los polifenoles 

tienen efectos positivos, adquiriendo unos niveles de síntesis y acumulación equiparables.  

 

Otro factor importante que puede afectar la acumulación de neurotransmisores, es la tasa de 

metabolización. El análisis de los metabolitos de monoaminas tras los tratamientos con 

resveratrol, silimarina, quercetina y naringenina ha puesto de manifiesto una reducción en los 

niveles de 5-HIAA en algunas regiones cerebrales. Sin embargo, no se han observado cambios 

significativos en el caso del otro metabolito analizado (HVA). Enzimas como la MAO 

metabolizan la 5-HT hasta 5-HIAA, así como metaboliza la DA obteniéndose HVA. MAO está 

presente en el cerebro en dos isoformas: la enzima MAO-A que metaboliza NA, DA y 5-HT, en 

terminales catecolaminérgicos y serotonérgicos y la enzima MAO-B que metaboliza la DA en los 

terminales catecolaminérgicos del estriado (Youdim y cols., 1972; Lenders y cols., 1996). La 

disminución observada en los niveles del metabolito 5-HIAA tras los tratamientos, puede estar 

relacionado con una disminución de la actividad de la enzima MAO-A. En este sentido, algunos 

estudios realizados con ratones knock-out para MAO-A han mostrado drásticos incrementos en 

5-HT y NA cerebral y sólo ligeros aumentos en los valores de DA, al compararlos con ratones 

normales, incidiendo así en que MAO-A metaboliza principalmente la 5-HT y la NA frente a  la 

DA (Cases y cols., 1995; Martín-López y cols., 2008). 

 

Estos resultados indican que una de las causas del incremento en el contenido de 5-HT, tras estos 

tratamientos, puede estar relacionado con una reducción de la tasa de metabolización de 5-HT, 

mediante la inhibición de la enzima MAO-A. Además, al no detectar después de estos 

tratamientos alteraciones en los niveles del metabolito HVA, todos estos resultados en conjunto 

reflejan una mayor inhibición de MAO-A respecto MAO-B, por parte de los tratamientos con 

polifenoles, en consonancia con estudios anteriores que describen un efecto inhibidor de la MAO-

A por parte del resveratrol (Yáñez y cols., 2006), silimarina (Zhu y cols., 2014; Surai, 2015) o los 

flavonoides quercetina y naringenina (Bandaruk y cols., 2012). Estos polifenoles no son los 

únicos que muestran efectos inhibitorios sobre la enzima MAO, así existen algunos estudios en 

cerebro de ratón que señalan que otros polifenoles como la luteolina, y las catequinas presentes 

en el té verde tienen efectos inhibitorios sobre MAO-A (Bandaruk y cols., 2012). Además 

Bandaruk y cols., 2012 muestran que el grado de inhibición varía dependiendo del polifenol, así 

de los polifenoles estudiados en su estudio, la luteolina es el inhibidor más efectivo, seguido de 

la quercetina y por último las catequinas.  
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Estos resultados son muy interesantes, ya que si los polifenoles inhiben la enzima MAO, 

aumentando la síntesis y acumulación de monoaminas, otro posible efecto serían sus propiedades 

antidepresivas, por lo que los polifenoles presentarían efectos similares a los fármacos 

antidepresivos, conocidos como inhibidores de la monoamino oxidasa (IMAOs), cuyo objetivo 

es prolongar la actividad sináptica de los neurotransmisores (Ogle y cols., 2013). Al respecto, en 

otros estudios, se ha relacionado la inhibición de la enzima MAO con efectos terapéuticos en 

patologías como el Parkinson, ya que favorecen que se mantengan los niveles de 

neurotransmisores adecuados para el correcto funcionamiento de los sistemas de 

neurotransmisión (Youdim y Bakhle, 2006; Jäger y cols., 2011).  

 

Considerando todos estos factores, el aumento del contenido de monoaminas puede ser debido a 

una combinación de: incremento de síntesis, por aumento de la actividad de las enzimas 

limitantes; y descenso de la tasa de metabolización, por inhibición de la enzima MAO. Estos son 

los factores, que hemos podido analizar en este trabajo. Sin embargo, existen otros factores como 

la inhibición de la recaptación de monoaminas o los cambios en la actividad sináptica que 

también influyen sobre la acumulación de monoaminas, y que han sido sugeridos para el 

resveratrol (Yañez y cols., 2006; Xu y cols., 2010), pero se necesitan más estudios para 

comprender estos posibles mecanismos. 

 

En síntesis, los efectos observados a nivel comportamental se relacionan con los efectos 

neuroquímicos que ocurren tras los tratamientos con polifenoles. Pudiendo ser la regulación de la 

síntesis y acumulación de monoaminas, una de las causas que generan efectos beneficiosos en la 

recuperación de las capacidades cognitivas y motoras durante el envejecimiento. Los polifenoles, 

además de ser antioxidantes, son moléculas antiinflamatorias, por lo que se ha sugerido que otro 

de los mecanismos de acción, responsable de sus efectos neuroprotectores, podría ser la 

interacción con proteínas/vías de señalización implicadas en envejecimiento e inflamación, que 

será el tema que discutiremos a continuación. 

 

5.4 EFECTOS DEL ENVEJECIMIENTO Y DE LOS POLIFENOLES SOBRE LOS 

NIVELES DE PROTEÍNAS DE VÍAS DE SEÑALIZACIÓN IMPLICADAS EN 

ENVEJECIMIENTO E INFLAMACIÓN  

 

La neuroinflamación es un mecanismo de defensa que el organismo tiene para proteger el SNC 

contra infecciones y agentes proinflamatorios (Spencer y cols., 2012). Sin embargo, cuando se 

produce desregulación o exceso de respuesta inflamatoria, la neuroinflamación se convierte en un 

proceso perjudicial para el organismo, generando incluso muerte neuronal (Mawhinney y cols., 

2011). En mamíferos, la respuesta exagerada del sistema inmunitario frente a estímulos 
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inflamatorios (citoquinas, exceso de corticosterona y estrés oxidativo, entre otros) se denomina 

inflammaging (Salminen y cols., 2008 a y b).  

 

La neuroinflamación asociada al envejecimiento puede ser consecuencia de múltiples causas, 

algunas de ellas son: la acumulación de tejidos dañados proinflamatorios (debido en parte al daño 

oxidativo) (Martinon y cols., 2010; Barrientos y cols., 2015), el fallo de las respuestas del sistema 

inmunitario tanto innato como adaptativo frente a patógenos y células disfuncionales (Deeks, 

2011), la tendencia de las células senescentes a secretar citoquinas proinflamatorias (Salminen y 

cols., 2008 a y b), así como la desregulación de la autofagia, por medio de sobreactivación de 

mTOR, que genera acumulación de proteínas defectuosas (Pallauf y cols., 2013; Yang y cols., 

2014). Estas alteraciones ocasionan la activación del inflamasoma y otras vías de señalización 

proinflamatorias como son: PI3K/Akt/mTOR, que además de regular los procesos de autofagia, 

interacciona con vías relacionadas con neuroinflamación (Song y cols., 2005; Han y cols., 2010), 

la vía de MAPK (Bhat y cols., 1998; Culbert y cols., 2006, Spencer y cols., 2009 a) y la vía de 

NF-B (Spencer y cols., 2012). Cuando estas vías se activan se produce un aumento de 

producción de citoquinas como IL-1, TNF- interferones y prostaglandinas (Salminen y cols., 

2008 a y b), que en conjunto agravan la situación en la que están los tejidos debido a la presencia 

de moléculas proinflamatorias (Kreutzberg y cols., 1996).  

 

La prolongación temporal de este estado tiene múltiples consecuencias como: cambios 

estructurales en áreas frontales y medio-temporales (Ownby y cols., 2010; Barrientos y cols., 

2012); alteración de la síntesis de catecolaminas y serotonina, así por ejemplo en lugar de 

formarse 5-HT a partir de triptófano, se forma ácido quinurénico que inhibe los receptores NMDA 

(García-Bueno y cols., 2008); deterioro de las sinapsis (Bliss y Collingridge, 1993), entre otros. 

De forma que, se ha observado en ratas jóvenes que el exceso de citoquinas en regiones claves 

como el hipocampo empeora la memoria provocando envejecimiento prematuro (Barrientos y 

cols., 2015). Por lo que, el conjunto de cambios que ocurren durante los procesos inflamatorios 

generan problemas cognitivos, sobretodo en la memoria y a nivel motor, contribuyendo al 

envejecimiento y al desarrollo enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer (Liu y Chan y 

cols., 2014), esquizofrenia (Wonodi y Schwarcz, 2010), Parkinson, esclerosis múltiple, entre otras 

(Simi y cols., 2007; revisión Van Eldik y cols., 2007).  

 

Al considerarse la neuroinflamación un factor clave en el proceso del envejecimiento cerebral, 

muchas de las estrategias antienvejecimiento están orientadas hacia la prevención o atenuación 

del estado proinflamatorio, por medio de la modulación de los mecanismos moleculares 

implicados en el desarrollo de este estado. Así por ejemplo, se ha observado que dietas 

suplementadas con resveratrol o flavonoides reducen la producción de citoquinas, como la IL-1 
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en el hipocampo de roedores viejos, con un impacto sobre la mejora de los procesos cognitivos, 

como es la memoria (Williams y cols., 2008; Abraham y Johnson, 2009). Los resultados de esta 

tesis, demuestran que los tratamientos con polifenoles mejoran las capacidades cognitivas y 

motoras, revirtiendo el declive de estas funciones en el envejecimiento. Por lo que estudiamos si 

estos efectos de mejora están acompañados de la modulación de los procesos de 

neuroinflamación, a través de la regulación de vías de señalización implicadas en envejecimiento 

e inflamación. 

 

PI3K/Akt/mTOR-MEK/ERK 

 

La primer vía de señalización que analizamos fue la de PI3K/Akt/mTOR, que además de estar 

implicada en el control del ciclo celular, la proteostasis, el metabolismo, la autofagia y la 

longevidad (Manning y cols., 2007), interactúa con vías que participan en los procesos de 

inflamación (Song y cols., 2005; Han y cols., 2010). Se ha demostrado que las alteraciones en 

esta vía de señalización favorecen el desencadenamiento del envejecimiento (Hers y cols., 2011). 

Por lo que identificar los cambios que ocurren en el envejecimiento en esta vía, es importante 

para poder encontrar estrategias antienvejecimiento.  

 

Los resultados obtenidos muestran una ligera activación de Akt en la corteza parietal de ratas 

viejas, y aunque el incremento de inmunoreactividad de p-Akt hacía preveer un incremento en la 

activación de mTOR (Bishop y cols., 2010), éste no se observó.  

 

No se detectaron alteraciones sustanciales de Akt o mTOR en el hipocampo de rata debidas al 

envejecimiento. Estos resultados en rata contrastan con la reducción recientemente descrita de la 

via BDNF/PI3K/Akt/mTOR en ratones viejos (Yang y cols., 2014). 

 

Por otro lado, el tratamiento crónico de ratas viejas con resveratrol no afectó Akt ni mTOR en 

estas mismas regiones. Aunque, en ratones, la restricción calórica, de la cual el resveratrol es 

considerado un fármaco mimético, favorece la inhibición de la vía generando efectos de mejora 

a nivel cognitivo (Yang y cols., 2014). En el caso del trabajo que presentamos los efectos 

beneficiosos a nivel comportamental tras el tratamiento con resveratrol, no parecen estar 

relacionados con la modulación de esta vía de señalización en hipocampo y corteza parietal. 

 

Los polifenoles interactúan con otras vías como la de MAPK (Steelman y cols., 2011), NF-B y 

SIRT1 (Yeung y cols., 2004; Wenzel y cols., 2006); afectando también los procesos de 

neuroinflamación y como consecuencia al envejecimiento. Por lo que se estudiaron las proteínas 

MEK-ERK que pertenecen a la vía de MAPK. Esta vía además de regular los procesos que hemos 
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citado anteriormente, está implicada en otras funciones como la mitogénesis y la diferenciación 

celular, así como se ha relacionado la activación de MAPK con la potenciación a largo plazo 

(LTP) en el hipocampo, siendo un mecanismo necesario para la consolidación de la memoria 

(Atkins y cols., 1998) y el aprendizaje espacial en ratones (Selcher y cols., 1999; Sweatt, 2004). 

Por lo que la activación controlada de esta vía es necesaria para el correcto funcionamiento de los 

procesos cognitivos. Sin embargo, la pérdida de control de su activación ocasiona inflamación, 

favoreciendo el desarrollo de patologías neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson o 

esclerosis lateral amiotrófica (Kim y Choi, 2010).  

 

Los resultados del presente estudio demuestran que el envejecimiento produce la sobreactivación 

de las proteínas MEK y ERK de la vía de las MAPK, en el hipocampo de rata. Estos resultados 

podrían sugerir un incremento del estado proinflamatorio en el hipocampo durante el 

envejecimiento. En este sentido se ha descrito en la microglia de humanos que la activación de la 

vía de las MAPK (p38 MAP quinasa, ERK1/2 y JNK) produce un aumento de la liberación de 

citoquinas TNF- e IL-1 generando neuroinflamación (Klegeris y cols., 2008). En otro estudio 

se ha demostrado que la administración de la endotoxina LPS en cerebro de ratones produce un 

incremento de la fosforilación de proteínas como ERK y CREB, lo que activa la microglia y 

desencadena la liberación de citoquinas, provocando daño en la sustancia negra y en las neuronas 

dopaminérgicas, generando un efecto mimético de la enfermedad de Parkinson (Reinert y cols., 

2014). En la misma línea, otro estudio sugiere que en situaciones como los procesos de isquemia, 

donde se liberan citoquinas, la inhibición de ERK1/2 puede ser una forma de reducir el 

desencadenamiento de la liberación de citoquinas, y así reducir el proceso de inflamación (Wang 

y cols., 2004). En esta tesis se planteó si el tratamiento con resveratrol tendría efectos sobre esta 

vía en el hipocampo. Al respecto, en este estudio no se detectaron efectos inhibitorios ni 

activadores del tratamiento con resveratrol sobre las proteínas MEK-ERK en hipocampo. Por 

tanto, no podemos relacionar los efectos protectores a nivel cognitivo, del tratamiento con 

resveratrol, con la regulación de estas señales inflamatorias.  

 

No se conoce con exactitud el mecanismo de acción de los polifenoles sobre las vías 

PI3K/Akt/mTOR y MEK/ERK, y se debe estudiar más al respecto, ya que los resultados hasta el 

momento son dispares. Algunos estudios indican que, el resveratrol inhibe Akt en cultivos 

neuronales (Banerjee y cols., 2010; Wang G y cols., 2015; Wang L y cols., 2015), o en cultivos 

de células con leucemia (Banerjee y cols., 2010). Sin embargo, se pueden encontrar otros autores 

que indican que el resveratrol activa Akt en cultivos de neuronas de hipocampo en un modelo de 

isquemia (Zamin y cols., 2006). En cuanto a mTOR, hay más consenso, y los autores que indican 

que el resveratrol inhibe Akt coinciden en que in vitro el resveratrol también inhibe mTOR, 

provocando la inhibición de la vía PI3K/Akt/mTOR y favoreciendo así la biogénesis y 
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transmisión sináptica (Tillu y cols, 2012; Cho y cols., 2014; Wang L y cols., 2015). Por otro lado, 

la controversia también está presente en el estudio de los efectos del resveratrol sobre la vía de 

las MAPK. Así algunos de los mismos autores que señalan inhibición de mTOR por parte del 

resveratrol también describen que el resveratrol inhibe ERK, impidiendo la liberación de 

citoquinas en neuronas (Liu y cols., 2010; Tillu y cols., 2012; Cho 2014). A pesar de que también 

se pueden encontrar estudios que señalan que el resveratrol activa ERK en cultivos de neuronas 

(Banerjee y cols., 2010; Zamin y cols., 2006; Wang L y cols., 2015). Por otro lado, el efecto del 

resveratrol sobre las proteínas Akt/mTOR y MEK/ERK, es más complejo que la simple 

activación/inhibición de estas proteínas, ya que el resveratrol interactúa con otras proteínas que 

también afectan a Akt/mTOR y MEK/ERK. En este sentido, existen estudios que señalan una 

inhibición indirecta de mTOR con resveratrol,  por medio de la activación de SIRT1 (Ghosh y 

cols., 2010).  

 

Los resultados in vivo que presentamos en este trabajo, que se diferencia de los estudios citados 

anteriormente que son principalmente in vitro,  no detectaron efectos del resveratrol sobre Akt, 

mTOR y MEK/ERK. De todas formas, aunque no se observen efectos, no podemos descartar que 

con otras condiciones experimentales, por ejemplo con diferentes dosis y duración de los 

tratamientos, y en otras regiones, diferentes al hipocampo y la corteza parietal, no se pudieran 

observar alteraciones. Ya que como hemos indicado la bibliografía al respecto no parece 

establecer un único mecanismo de acción por parte del resveratrol sobre estas vías. Por lo que es 

necesario realizar más estudios al respecto. Lo que en conjunto sí sugieren estos resultados, es 

que los efectos beneficiosos del resveratrol, parecen estar más relacionados con la modulación de 

otras proteínas/vías de señalización distintas de PI3K/Akt/mTOR y MEK/ERK, como podrían ser 

SIRT1 y NF-B, que en conjunto con las anteriores, están también implicadas en 

neuroinflamación y envejecimiento. Por este motivo, a continuación discutiremos los efectos del 

envejecimiento y de los tratamientos con polifenoles sobre la vía de NF-B y SIRT1. 

 

NF-B 

 

La vía de NF-B es una de las vías prototípicas más importantes implicadas en inflamación 

durante el envejecimiento, principalmente por la implicación de NF-B en la transcripción de 

genes proinflamatorios (Adler y cols., 2007; Yeung y cols., 2004; Salminen y cols., 2008 a y b). 

En el cerebro este complejo se expresa tanto en neuronas como en la glia, donde se ha visto que 

la activación de esta vía favorece la expresión de citoquinas (Kaltschmidt y cols., 1994; Meberg 

y cols., 1996), pero también afecta a la plasticidad sináptica y a la memoria (Jana y cols., 2002; 

Williams y cols., 2008; Nakajima y cols., 2006). NF-B está formado por un complejo 
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heterodimérico compuesto por las proteínas p50/p52 y p65. En el citoplasma, el dímero de NF-

B se une con la proteína inhibitoria IB y de esta forma todo el complejo permanece inactivo 

(Baldwin y cols., 1996). Los ROS y otras moléculas proinflamatorias activan la proteína quinasa 

IKK que fosforila IB, de forma que IB fosforilada se separa del complejo NF-B y es 

degradada (Ghost y Karin y cols, 2002), activándolo y permitiendo que se transloque al núcleo 

donde puede actuar como un factor de transcripción al unirse al ADN en las regiones promotoras 

específicas (Siebenlist y cols., 1994; Oeckinghaus y cols., 2009). El dominio de activación 

transcripcional de NF-B se encuentra en la subunidad p65 (Kaltschmidt y cols., 1994 y 2005; 

Chen y Greene, 2003). La subunidad p65 se ve modulada por modificaciones postranscripcionales 

como fosforilación en las serinas (276, 311, 529 y 536) y acetilación en las lisinas 310 (Chen y 

Greene, 2003; Yeung y cols., 2004), 122, 123, 218 y 221 (Schmitz y cols., 2004; Perkins y cols., 

2007; Oeckinghaus y cols., 2009).  

 

Los resultados de este trabajo demuestran que el envejecimiento no afectó a los niveles totales de 

la proteína NF-B en hipocampo de rata, ni tampoco provocó la activación de esta vía por medio 

de fosforilación. De esta forma, se observó que la proporción p-NF-B/NF-B fue similar tanto 

en ratas viejas como en jóvenes. Estos resultados coinciden con estudios previos que indican que 

el envejecimiento no provoca alteraciones en los niveles de los diferentes componentes de NF-

B en hipocampo de ratas viejas (Korhonen y cols., 1997), ni en ratones (Adler y cols., 2007). 

Siendo el hipocampo la región cerebral con niveles más altos de NF-B (Meberg y cols., 1996). 

En cuanto a la fosforilación, estos resultados también manifiestan un efecto parecido a lo que se 

observó en linfocitos de ratas viejas, donde se detectó que la edad no produce un aumento de la 

fosforilación de NF-B (Liu y cols., 2008). Por lo que el envejecimiento no parece activar NF-

B, mediante fosforilación; lo que no excluye que el envejecimiento pueda potenciar otros 

mecanismos activadores de NF-B. 

 

En este sentido, en este trabajo de forma muy interesante se detectó que el envejecimiento 

aumenta significativamente los niveles de NF-B acetilada en hipocampo, siendo la proporción 

NF-B acetilada/NF-B claramente superior en ratas viejas respecto ratas jóvenes. Los resultados 

de este trabajo concuerdan con investigaciones anteriores, que indican que la sobreactivación de 

la vía de NF-B es uno de los signos transcripcionales del envejecimiento (Quivy y Lint, 2004; 

Adler y cols., 2007), así por ejemplo se ha visto que la expresión condicional de un inhibidor de 

NF-B en la piel envejecida de ratones transgénicos provoca el rejuvenecimiento fenotípico de 

este tejido (Adler y cols., 2007). Del mismo modo, la inhibición genética y farmacológica de la 

señalización de NF-B evita características asociadas a la edad en diferentes modelos de 

envejecimiento acelerado de ratones (Osorio y cols, 2012; Tilstra y cols., 2012). También se ha 
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descrito que la acetilación de p65 incrementa la duración y eficacia de la activación de NF-B, 

generando aumento de inflamación (Chen y Greene y cols., 2003). En correlación con estos datos, 

se ha descrito que la inhibición de la señalización de NF-B reduce el estado proinflamatorio 

caracterítico del envejecimiento (Salminen y cols., 2008 a y b).  

 

Estudiando la regulación de la activación de NF-B, Yeung y cols., 2004 fueron los primeros en 

mostrar que la enzima desacetilasa SIRT1 puede interaccionar con la proteína RelA/p65 del 

complejo NF-B, desacetilando específicamente la lisina 310. Esta modificación había sido 

anteriormente reportada como responsable de la potenciación de la activación de NF-B (Chen y 

Greene y cols., 2003). Posteriormente al estudio de Yeung y cols., 2004, otros estudios han 

mostrado resultados que impulsan la idea de que SIRT1 es un potente desacetilador de NF-B 

(Chen y cols., 2005; Kauppinen y cols., 2013; Xie y cols., 2013). La interacción entre SIRT1 y 

NF-B es especialmente interesante en la regulación del envejecimiento de acuerdo con los 

estudios de Yeung y cols., 2004 y Adler y cols., 2007, ya que sugieren que SIRT1 podría promover 

la longevidad por medio de inhibir la activación de NF-B. Además, Kwon y cols., 2008 

estudiando HIV-1 demostraron que la proteína vírica Tat se une a SIRT1, inhibiendo su actividad, 

lo que impide la desacetilación de NF-B y lo deja activo; desencadenando así la activación del 

sistema inmunitario. En conjunto estas observaciones apoyan la idea de que las respuestas 

inflamatorias y los procesos de envejecimiento pueden ser reforzados por la potenciación de la 

activación de NF-B. En este sentido, factores de longevidad, como SIRT1 y sus activadores, 

podrían regular la eficiencia de la señalización de NF-B (Salminen y cols., 2008 a y b). 

 
Se ha descrito que el resveratrol es un potente agonista farmacológico de SIRT1 (Howitz y cols., 

2003) y además se ha visto en estudios sobre cáncer que el resveratrol in vivo es inhibidor de la 

transcripción de NF-B, mostrando una acción antitumoral (Jang y cols., 1997; Holmes-MCNary 

y Baldwin, 2000; Manna y cols., 2000). En este trabajo estudiamos si el tratamiento con 

resveratrol in vivo modula la vía de señalización de NF-B también en hipocampo de ratas viejas. 

Al respecto, los resultados de este trabajo demuestran que el tratamiento con resveratrol reduce 

los niveles de NF-B acetilada, sin modificar de forma importante los niveles totales de NF-B. 

Por lo que el tratamiento con resveratrol disminuye la proporción NF-B acetilada/NF-B en 

ratas viejas, haciendo que esta proporción vuelva a ser similar a la de ratas jóvenes y, por tanto, 

se puede decir que revierte el efecto del envejecimiento. Además como el tratamiento con 

resveratrol no alteró la fosforilación de NF-B en ratas viejas, el mecanismo de acción de los 

polifenoles parece estar más relacionado con la modulación de la acetilación. 
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Después de estudiar el tratamiento con resveratrol, se estudió si otros polifenoles tendrían los 

mismos efectos que el resveratrol sobre la modulación de  NF-B. Se estudió el efecto de los 

polifenoles silimarina, quercetina y naringenina sobre NF-B en hipocampo de ratas viejas. El 

tratamiento con estos polifenoles también provoca la disminución de NF-B acetilada en el 

hipocampo de ratas viejas. A diferencia del tratamiento con resveratrol, este descenso se produjo 

acompañado de una reducción importante de los niveles totales de NF-B. Por lo que estos 

polifenoles parecen regular no solo los niveles de NF-B acetilada, sino también la expresión de 

NF-B. Estos resultados coinciden con estudios previos que mostraron una reducción de la 

expresión de NF-B en el hipocampo, estriado y corteza frontal de ratas viejas alimentadas con 

dieta rica en polifenoles (Goyarzu y cols., 2004). En este sentido, se ha visto en otros estudios que 

la inhibición farmacológica de NF-B previene la aparición de inflamación en diferentes tipos de 

ratones modelos de envejecimiento prematuro (Zhang y cols., 2010; Gillum y cols., 2011; Yao y 

cols., 2012; Osorio y cols., 2012; Tilstra y cols., 2012). Los resultados que presentamos son 

importantes, ya que podrían significar que los polifenoles tienen la capacidad de reducir el estado 

proinflamatorio en el hipocampo de ratas viejas, por medio de atenuar la expresión y la activación 

de la vía de NF-B; con efectos similares a la de los inhibidores farmacológicos de NF-B. Los 

polifenoles disminuyen los niveles totales de NF-B, esto conlleva a la disminución de la 

activación de la vía de NF-B, que se traduce en descenso de la transcripción de genes 

proinflamatorios y también de la propia proteína NF-B. Por lo que los tratamientos generarían 

una regulación a la baja de todo el sistema NF-B, impidiendo o reduciendo la transcripción de 

genes proinflamatorios. Estos datos se ven reforzados por estudios previos que consideran que 

uno de los mecanismos de actuación de los polifenoles, es la capacidad de atenuar la 

neuroinflamación, disminuyendo la liberación de citoquinas inflamatorias en ratones viejos 

(Spencer y cols., 2012; Flowers y cols., 2015). 

 

La reducción de la acetilación de NF-B tras los tratamientos con polifenoles, puede estar 

relacionada con alteraciones en la proteína SIRT1; a la que se han asociado múltiples funciones 

relacionadas con la longevidad, pero una de las más importantes es la modulación de la vía de 

señalización de NF-B por medio de desacetilar la lisina 310 de la subunidad RelA/p65 de NF-

B, inhibiendo la transcripción de genes proinflamatorios (Yeung y cols., 2004; Adler y cols., 

2007; Kwon y cols., 2008; Spencer y cols., 2012).  Por lo que a continuación discutiremos los 

resultados del efecto del envejecimiento y de los tratamientos con polifenoles sobre SIRT1.  
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SIRT1 

 

Los resultados de este trabajo demuestran que el envejecimiento reduce los niveles de SIRT1 en 

el hipocampo. Estos resultados coinciden con análisis previos, que también indican un descenso 

de SIRT1 en hipocampo de ratas viejas (Quintas y cols., 2012). Estas observaciones en conjunto 

son importantes, ya que en los últimos años diversos estudios han considerado que descensos en 

los niveles de expresión de SIRT1 o la inhibición de su actividad podrían contribuir al 

envejecimiento y a la inflamación, con consecuencias negativas sobre las capacidades cognitivas, 

contribuyendo al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas asociadas a esta etapa de la vida 

como por ejemplo Alzheimer y Parkinson (Qin y cols., 2006; Jiang y cols., 2012; Herskovist y 

cols., 2013 y 2014).  

 

También estudiamos el efecto del envejecimiento sobre SIRT1 en otras regiones cerebrales 

implicadas en los procesos cognitivos, como son el estriado y la corteza frontal. El estriado está 

relacionado con el aprendizaje y la memoria; y la corteza frontal es importante en la adquisición 

de conocimiento procedural, integración de información y ejecución de la conducta (Zyzak y 

cols., 1995, Joseph y cols., 2007). Los resultados de esta tesis demuestran que el envejecimiento 

también reduce los niveles de SIRT1 en el estriado y en la corteza frontal. También se estudió 

una región menos relacionada con los procesos cognitivos como es la corteza parietal, donde no 

se observaron alteraciones en los niveles de SIRT1 debidas al envejecimiento, coincidiendo con 

Quintas y cols., 2012. Estos resultados en conjunto sugieren que las regiones más vulnerables 

durante el envejecimiento a sufrir cambios en los niveles de SIRT1, son las especializadas en los 

procesos cognitivos. Estos resultados aportan más evidencias a estudios anteriores que indican 

que las regiones especializadas en los procesos de memoria y aprendizaje son las más afectadas 

por el envejecimiento (Brown y cols., 2004; Abd El Mohsen y cols., 2005; Gredilla y cols., 2010; 

Cerbai y cols., 2012; Penner y cols., 2012). En este sentido, en el hipocampo de animales viejos 

se ha detectado una susceptibilidad mayor a la neuroinflamación que en otras regiones cerebrales. 

Esto se debe a que contiene una proporción más elevada de astrocitos y microglia que otros 

tejidos, lo que genera una tendencia en estado basal hacia una producción más alta y rápida de 

citoquinas pro-inflamatorias, acompañado de niveles reducidos de moléculas antiinflamatorias 

(Pitossi y cols., 1997; Campuzano y cols., 2009; Barrientos y cols., 2015; Flowers y cols., 2015). 

Todo ello unido a la proximidad del hipocampo con los ventrículos laterales y los órganos 

circumventriculares que están muy vascularizados y que favorecen el transporte de moléculas 

proinflamatorias (Katsuura y cols., 1990).  

 

Se desconocen los mecanismos responsables del descenso de SIRT1 asociado al envejecimiento, 

aunque se apunta que una de las causas podría ser el daño oxidativo (Wu y cols., 2006). Así, 
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cabría esperar que los antioxidantes atenúen el efecto del envejecimiento. Los polifenoles 

potencian mecanismos de defensa antioxidantes que reducen el estrés oxidativo (Pandey y Rizvi, 

2009), por lo que nos preguntamos si los polifenoles actuarían sobre SIRT1 en el hipocampo de 

ratas viejas. Al respecto, los resultados del trabajo que presentamos demuestran que los 

tratamientos con resveratrol, silimarina, quercetina y naringenina aumentan los niveles de SIRT1 

en el hipocampo de ratas viejas, volviendo los niveles de SIRT1 a valores próximos a los de ratas 

jóvenes. Por lo que los tratamientos con estos polifenoles parecen revertir el efecto del 

envejecimiento sobre SIRT1 en hipocampo. Además, se estudió el efecto del resveratrol en 

estriado y corteza frontal, donde se observó el mismo efecto beneficioso que en hipocampo, es 

decir una recuperación de los niveles de SIRT1 en ratas viejas. En conjunto estos resultados 

indican que los tratamientos con polifenoles revierten el efecto del envejecimiento sobre SIRT1. 

En la misma línea que los polifenoles, se han detectado efectos similares con otros tratamientos 

como la suplementación con vitamina E (Wu y cols., 2006) o la restricción calórica (Quintas y 

cols., 2012) o con el compuesto SRT3657 activador de sirtuínas, que se ha visto favorecen la 

recuperación de los niveles de SIRT1 y previenen el estrés oxidativo en hipocampo de ratas viejas, 

preservando la estructura y funcionalidad sináptica del tejido contra la neurodegeneración, lo que 

a su vez contribuye a la conservación de las capacidades cognitivas (Gräff y cols., 2013). En 

contraposición, la ausencia de SIRT1 provoca un deterioro en las funciones cognitivas, 

incluyendo memoria y aprendizaje (Michán y cols., 2010); de esta forma, la activación de SIRT1 

a través de tratamientos con polifenoles puede ser una forma de prevenir el deterioro cognitivo en 

el envejecimiento.  

 

Aún no se conoce la causa exacta que origina que los polifenoles aumenten los niveles SIRT1. 

Alguno de los motivos podría ser que al ser moléculas antioxidantes (Pandey y Rizvi, 2009) 

impidan el daño oxidativo en la proteína, favoreciendo que los niveles de SIRT1 no decaigan en  

el envejecimiento. En este caso el efecto sería el de impedir el descenso de SIRT1. Pero también 

podría ocurrir que actuaran a nivel transcripcional, directamente sobre la expresión de SIRT1 o 

indirectamente a través de otras vías de señalización relacionadas con la expresión de SIRT1, 

favoreciendo la síntesis de la proteína. En este sentido hay estudios como el de Mannari y cols., 

2010 que indican que el resveratrol es inductor de la sobreexpresión de SIRT1. También puede 

ser que los efectos que observamos se deban a una combinación de ambos mecanismos. Son 

necesarios más estudios al respecto. Una de las limitaciones de nuestros experimentos, es que si 

bien observamos efectos, no sabemos si estos son debidos a un mecanismo de acción indirecta de 

los polifenoles sobre SIRT1 o a la acción directa de los polifenoles sobre la enzima, tal como 

ocurre en los experimentos in vitro de Hubbar y colaboradores, en el año 2013, que describieron 

que los STACs como el resveratrol, la quercetina y otros polifenoles, pueden regular la actividad 
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de SIRT1, mediante la activación alósterica, uniéndose al aminoácido Glu230 presente en el 

extremo N-terminal de SIRT1. 

 

Otro mecanismo de SIRT1 que también se estudió en este trabajo, fue su fragmentación 

proteolítica. En condrocitos articulares humanos se ha descrito que tras la exposición a factores 

de estrés, como pueden ser las citoquinas inflamatorias TNF-IL-1, se produce la 

fragmentación proteolítica de SIRT1, dando lugar a la formación de un fragmento inactivo de 75 

kDa que se mantiene estable (Dvir-Ginzberg y cols., 2011). El proceso de fragmentación está 

relacionado con un mecanismo protector de muerte celular por apoptosis inducida por estas 

señales inflamatorias (Oppenheimer y cols., 2012).  

 

En referencia  al fragmento de 75 kDa, en este trabajo se observó que la reducción de SIRT1 (110 

kDa) en el envejecimiento está acompañada de la reducción de los niveles del fragmento de 75 

kDa. Sin embargo, cabe destacar que la proporción en la que disminuyen ambas formas de la 

proteína, es diferente. Así en el envejecimiento se produce una disminución mayor de la proteína 

nativa, que del fragmento de 75 kDa. Esto determina que el índice de fragmentación (SIRT1 75 

kDa/ SIRT1 110 kDa) sea mayor en ratas viejas que en jóvenes. Como se ha descrito que este 

fragmento está relacionado con procesos inflamatorios (Dvir-Ginzberg y cols., 2011; 

Oppenheimer y cols., 2012), estos resultados estarían en consonancia con la presencia de un 

estado proinflamatorio durante el envejecimiento, donde las células podrían protegerse 

posiblemente mediante el mecanismo de fragmentar SIRT1, preservando el fragmento de 75 kDa. 

Estos resultados coinciden en las regiones de hipocampo, estriado y corteza frontal, que son las 

relacionadas con los procesos cognitivos. En cambio en corteza parietal, no se alteran los niveles 

de SIRT1 y tampoco el índice de fragmentación. Por lo que podríamos aplicar también en este 

punto la idea de que son las regiones relacionadas con los procesos cognitivos las más afectadas 

por los procesos inflamatorios y el envejecimiento.   

 

Por otro lado, centrándonos en el estudio del hipocampo se observó que los tratamientos con 

resveratrol, silimarina, quercetina y naringenina al aumentar los niveles de SIRT1 también 

aumentan los niveles del fragmento de 75 kDa. Sin embargo, en este caso el índice de 

fragmentación es menor que en ratas viejas, indicando menos fragmentación de la proteína SIRT1 

tras los tratamientos. Esto podría estar relacionado con que los polifenoles reduzcan el estado 

inflamatorio de las células, lo que determine un descenso de la fragmentación de SIRT1. 

 

El conjunto de resultados obtenidos en este trabajo indican que los polifenoles exhiben sus 

propiedades beneficiosas a través de un conjunto de mecanismos (Figura 78). Tienen potencial 

para reducir la sobreactivación de la neuroinflamación asociada al envejecimiento, reduciendo la 
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expresión y acetilación de NF-B; esto último posiblemente mediante el aumento de los niveles 

de SIRT1, en regiones claves para los procesos cognitivos. El aumento de SIRT1 no solo implica 

una disminución de la neuroinflamación, sino que también se relaciona con la regulación de la 

funcionalidad de los procesos cognitivos, ya que SIRT1 regula la expresión de neurotrofinas 

implicadas en la morfología y funcionalidad de las sinapsis, por tanto regula la plasticidad 

sináptica, que afecta a las funciones cognitivas (Michán y cols., 2010; Gao y cols., 2010; Zocchi 

y Sassone-Corsi, 2012; Ng y cols., 2015). Por ello, tras la activación de SIRT1 se han encontrado 

efectos neuroprotectores en enfermedades neurológicas agudas y crónicas (como isquemia 

cerebral, daño axonal, Alzheimer, Parkinson, Hungtinton, esclerosis lateral amiotrófica y 

esclerosis múltiple)  (Zhang y cols., 2011, Herskovits y Guarante, 2014). Esto va acompañado de 

los efectos antioxidante de los polifenoles a nivel cerebral (Bastianetto y cols., 2000), que 

previenen la oxidación de enzimas como TPH y TH; y de la inhibición de la enzima MAO-A, lo 

que en conjunto favorece el aumento de síntesis y acumulación de monoaminas en regiones claves 

para los procesos cognitivos y motores. Estos mecanismos, de forma sinérgica, podrían ser la 

causa de los efectos de mejora sobre las capacidades cognitivas y motoras, que se observan en 

este estudio, tras los tratamientos con los compuestos polifenólicos resveratrol, silimarina, 

quercetina y naringenina. 

 
Figura 78. Esquema de los efectos del envejecimiento y de los tratamientos con polifenoles en los diferentes 

mecanismos estudiados durante este trabajo. 
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5.5 CONSIDERACIONES FINALES Y DIRECCIONES FUTURAS 

 

Los polifenoles se están posicionando como nuevos agentes terapéuticos antienvejecimiento, 

como consecuencia de sus efectos beneficiosos a nivel cerebral y de mejora de la salud general 

del organismo, pudiendo ser moléculas importantes para desarrollar una nueva generación de 

fármacos antienvejecimiento (Casadesus y cols., 2002; Spencer y cols., 2012). Para considerar 

los polifenoles como un tratamiento alternativo en el envejecimiento son necesarias más 

investigaciones en animales y humanos. Aunque existen algunos problemas prácticos para 

trasladar los estudios hechos en animales a humanos (Smoliga y cols., 2012). Hasta el momento 

las agencias reguladoras de medicamentos no reconocen el envejecimiento como una patología, 

por lo que probar los polifenoles a nivel clínico conlleva dificultades prácticas (Hubbard y cols., 

2014). Existen diferentes ensayos clínicos que estudian el efecto de los polifenoles en 

determinadas patologías (Markus y Morris, 2008; Macready y cols., 2009; Tomé-Carneiro y cols., 

2013; Hubbard y cols., 2014). Sin embargo, hacen falta más estudios en humanos durante el 

envejecimiento normal, ya que son escasos los estudios clínicos que estudian el efecto de los 

polifenoles a nivel cerebral en individuos sanos durante esta etapa de la vida. En el caso del 

resveratrol encontramos dos estudios uno en fase I y otro en fase III, ninguno para la silimarina, 

y uno para la quercetina y la naringenina (para más información sobre los estudios clínicos 

existentes hasta el momento se puede consultar la base de datos https://clinicaltrials.gov/).  

 

Se debería estudiar la efectividad de los tratamientos con polifenoles, teniendo en cuenta factores 

claves como son la biodisponibilidad, el metabolismo y la toxicidad de estos compuestos al 

administrarlos en diferentes dosis y/o fórmulas  a corto y largo plazo, realizando estudios clínicos 

con un número grande de pacientes. Estos estudios permitirían completar los conocimientos sobre 

el mecanismo de acción por el cual los polifenoles y sus metabolitos son beneficiosos durante el 

envejecimiento. 

 

Los estudios hechos hasta el momento en animales indican que la efectividad de los polifenoles, 

está limitada por su baja biodisponibilidad,  su rápido metabolismo (Felgines y cols., 2000; Juan 

y cols., 2002; Baur y cols., 2006 a y b; Pandey y Rizvi, 2009), y a una absorción intestinal 

incompleta (Andlauer y cols., 2000; Kuhnle y cols., 2000), que además presenta variaciones entre 

individuos (Walle y cols., 2004; Boocock y cols., 2007). Aunque al respecto hay controversia, ya 

que hay estudios que indican que el resveratrol se metaboliza a los 30 minutos después de una 

administración intravenosa (Walle y cols., 2004), otros indican que se metaboliza a los 8-14 min  

(Marier y cols., 2002; Asensi y cols., 2002), y otros detectan resveratrol en plasma 24 h después 

de una administración oral con ausencia de metabolitos del resveratrol (Juan y cols., 2002 y 2005), 

e incluso hay estudios que explican que el resveratrol se une con proteínas específicas como la 
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albumina, como una forma de quedar en reserva, pudiéndose detectar  in vivo en plasma hasta 72 

horas después de una administración oral (Vitrac y cols., 2003; Pervaiz y cols., 2009). Lo que sí 

se sabe es que durante la absorción, los polifenoles son modificados en el intestino y después en 

el hígado, mediante conjugación, metilación, sulfatación y/o glucuronización, con diferencias 

según la edad y también del tejido, donde dependiendo de cuál sea tienen efectos diferentes (Day 

y cols., 2001; Holst y cols., 2008). De los polifenoles analizados durante el estudio que 

presentamos, el resveratrol es el que se ha investigado con mayor profundidad, e incluso se ha 

propuesto un modelo de farmacocinética para predecir las concentraciones de resveratrol y sus 

metabolitos presentes en plasma (Colom y cols., 2011). En el caso del resveratrol se ha descrito 

que es absorbido mediante difusión simple en los enterocitos donde se metaboliza en glucuronido 

y sulfato, que después son secretados al lumen intestinal mediante transportadores específicos 

(proteína asociada a la resistencia a multidrogas (MRP2) y proteína resistente al cáncer de mama 

(BCRP) (Alfaras y cols., 2010; Juan y cols., 2010 a; Planas y cols., 2012), que pertenecen a la 

familia de transportadores ATP-binding cassette (ABC) cuya función es controlar el eflujo de 

sustancias en el intestino (Murakami y Takano, 2008). El mismo autor desarrolla un método 

mediante el uso de la técnica de HPLC para cuantificar los niveles de resveratrol y sus metabolitos 

en plasma, cerebro, testículos, hígado, pulmones y riñones después de una administración 

intravenosa de resveratrol, y detectan que 90 min después de la administración las 

concentraciones más altas de resveratrol y sus metabolitos están presentes en riñones y las más 

bajas en el cerebro (Juan y cols., 2010 b). Se han encontrado 5 metabolitos diferentes de 

resveratrol en orina de humanos (resveratrol monosulfato, dos formas isoméricas de resveratrol 

monoglucuronido, dihidroresveratrol monosulfato y dihidroresveratrol monoglucuronido, estos 

dos últimos formados por la acción de la microflora) con una vida media en plasma de 9.2 h, que 

en sangre adquieren niveles más altos que la propia molécula de resveratrol sin modificar (Baur 

y Sinclair, 2006 b). Algunos metabolitos tienen capacidad de activar SIRT1 y inhibir la COX 

(Bauer y cols., 2006 a). Por lo que a lo mejor parte de sus efectos son debidos a sus metabolitos, 

ya que el organismo está más expuesto a sus metabolitos que a la propia molécula (Walle y cols., 

2004; Baur y cols., 2006 b). También se debe reconocer que es difícil identificar todos los 

metabolitos de los polifenoles, así como la interacción que pueda existir entre ellos y su actividad 

biológica (Setchell y cols., 2003), ya que los efectos y los metabolitos que se forman son 

diferentes dependiendo de si es una administración directa o por medio de la dieta. Así, por 

ejemplo el vino contiene resveratrol y quercetina, que en el hígado y en el duodeno impide que el 

resveratrol se metabolice y se sulfate, afectando la formación de los metabolitos (De Santi y cols., 

2000), por lo que los efectos beneficiosos del vino pueden ser debido a la acción combinada de 

estos compuestos (Baur y Sinclair, 2006 b). 
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Muchos de los efectos beneficiosos atribuidos a los polifenoles se han obtenido a partir de estudios 

in vitro, que utilizan concentraciones de polifenoles no fisiológicas, haciendo que sea difícil 

extrapolar estos resultados a situaciones in vivo. Por ejemplo,  in vitro con concentraciones de 32 

nM a 200 M de resveratrol consiguen activar SIRT1 (Howitz y cols., 2003, Bauer y Sinclair y 

cols., 2006 b). In vivo conseguir una concentración mínima de 10 mM en plasma es difícil 

(Borriello y cols., 2014), sin embargo se ha visto en ratones que concentraciones de 0,5 mM son 

suficientes para observar efectos beneficiosos mediados por SIRT1 (Parker y cols., 2005), porque 

posiblemente los metabolitos del resveratrol son más potentes actuando como STACs que el 

propio resveratrol (Wenzel y cols., 2006).  

 

A la hora de estudiar la efectividad de una determinada dosis, se debe tener en cuenta la toxicidad. 

No se ha determinado aún la dosis máxima tolerable de los polifenoles que hemos estudiado, son 

necesarios más estudios toxicológicos, pero para  el caso del resveratrol en ratas Sprague-Dawley 

se ha llegado hasta una dosis oral de 300 mg/kg/día durante 28 días sin detectar efectos adversos. 

Es a partir de 1 g/kg/día de peso corporal aproximadamente cuando en las mismas condiciones 

citadas anteriormente, se comienzan a observar efectos adversos (Crowell y cols., 2004). En 

humanos se han hecho estudios clínicos donde se han administrado a individuos sanos dosis 

únicas de hasta 5 g de resveratrol via oral (Boocock y cols., 2007), y en otro estudio hasta 150 mg 

de resveratrol via oral seis veces al día durante dos días (Almeida y cols., 2009), en ambos estudios 

se observó una buena tolerancia del polifenol. 

 

Como los polifenoles están presentes en la dieta habría que estudiar a que concentraciones 

fisiológicas se llega a partir de la dieta, estudiando cantidades naturales de polifenoles en la dieta 

y también el efecto del consumo de dietas enriquecidas con polifenoles. Por ejemplo, la 

concentración de resveratrol en el vino varía dependiendo de la variedad de la uva y de la región 

de la que procede (Goldberg y cols., 1995), pero se ha llegado a detectar hasta un máximo de 14,3 

mg/L (62,7 M) de resveratrol en el vino tinto (Planas y cols., 2011). Para extrapolar las dosis de 

animales a humanos se debe utilizar un factor de conversión que tiene en cuenta la superficie 

corporal (Reagan-Shaw y cols., 2008). Así, la dosis de resveratrol en humanos equivalente a los 

20 mg/kg administrada en rata, es de 3,24 mg/kg; lo que supondría 194,4 mg de resveratrol para 

una persona de 60 kg de peso. Para alcanzar esta dosis con vino se debería ingerir una cantidad 

excesiva de éste, que contrarrestaría cualquier efecto positivo del resveratrol. Sin embargo, esta 

dosis se podría administrar por vía oral a través de pastillas. 

 

También es necesario  determinar si existen factores genéticos que puedan explicar las diferencias 

de biodisponibilidad y respuestas fisiológicas después de tratamientos con polifenoles entre 

individuos. Así como establecer si los polifenoles pueden tener efectos aditivos o sinérgicos entre 
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ellos cuando están presentes en la dieta como señalan algunos estudios (Leikert y cols., 2002; 

Pignatelli y cols., 2006) y en combinación con otras terapias en el organismo.  

 

Para continuar con el estudio del mecanismo de acción de los polifenoles se podría ampliar el 

estudio de las vías de señalización implicadas en inflamación como son PI3K/Akt/mTOR, MAPK 

y NF-B, estudiando otras regiones y condiciones experimentales, ya que por lo que se ha 

observado hasta el momento, la regulación de las respuestas inflamatorias por los polifenoles es 

más compleja que la simple supresión de las respuestas inflamatorias (Baur y Sinclair, 2006 b). 

Se ha visto in vitro que los STACs como el resveratrol activan directamente SIRT1 por medio de 

un mecanismo de modulación alostérico (Hubbar y cols., 2013). Sin embargo, in vivo se 

desconoce la acción de los STACs sobre SIRT1. Por lo que sería interesante determinar si los 

efectos de los tratamientos con polifenoles a nivel comportamental y bioquímico, se deben a un 

mecanismo de acción directa sobre la enzima SIRT1 o a efectos en otras moléculas que activen 

SIRT1. Así, el conocimiento del mecanismo de acción de los polifenoles ayudaría en el diseño de 

nuevas drogas y terapias antienvejecimiento más específicas y efectivas. 
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6. CONCLUSIONES
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1. El envejecimiento empeora la memoria y el aprendizaje espacial, así como la memoria 

episódica y la coordinación motora en ratas. Los tratamientos crónicos con resveratrol, silimarina, 

quercetina y naringenina, contrarrestan estos efectos del envejecimiento, mejorando ambos tipos 

de memoria y la coordinación motora, sin que se vean afectados parámetros fisiológicos generales 

como el peso, la ingesta, la temperatura y la actividad locomotora. Además los tratamientos 

crónicos con silimarina, quercetina y naringenina  mejoran el aprendizaje viso-espacial. 

 

2. El envejecimiento provoca un declive en los sistemas de neurotransmisión monoaminérgicos 

en áreas cerebrales implicadas en los procesos cognitivos y motores, que se manifiesta por una 

reducción en los niveles de  NA en el hipocampo, DA en estriado y 5-HT en hipocampo y estriado 

de rata, en relación con una disminución de la actividad de las enzimas limitantes de la síntesis 

de dichos neurotransmisores (TH y TPH). Los tratamientos crónicos con los polifenoles 

resveratrol, silimarina, quercetina y naringenina aumentan la síntesis y acumulación de estos 

neurotransmisores monoaminérgicos en estas regiones cerebrales. Parte de los efectos de estos 

tratamientos son debidos a un aumento en la actividad de las enzimas limitantes de la síntesis de 

monoaminas, TH y TPH-2 y a la inhibición de la enzima MAO-A. El análisis en la glándula pineal 

puso de manifiesto también un aumento en la actividad de la enzima TPH-1. 

 

3. En la corteza parietal durante el envejecimiento se produce una activación constitutiva de Akt 

que no parece afectar la activación de mTOR. Estos resultados no se observan en el hipocampo y 

no son afectados por el tratamiento con resveratrol. 

 

4. El envejecimiento provoca una sobreexpresión de las proteínas de la vía de las MAPK en el 

hipocampo, que podría relacionarse con un aumento del estado proinflamatorio durante el 

envejecimiento. Sin embargo, los efectos del tratamiento con resveratrol no parecen estar 

relacionados con la prevención de estas señales inflamatorias.  

 

5. El envejecimiento disminuye los niveles de SIRT1 (110 kDa) y su fragmento de 75 kDa en 

áreas implicadas en los procesos cognitivos. Los tratamientos crónicos con resveratrol, silimarina, 

quercetina y naringenina revierten los efectos del envejecimiento, provocando que los niveles de 

SIRT1 (110 kDa) y su fragmento de 75 kDa vuelvan a valores  próximos a los de las ratas jóvenes. 

 

6. El envejecimiento no modifica los niveles totales de NF-B, ni su estado de fosforilación en 

hipocampo. Sin embargo, aumenta los niveles de NF-B acetilada. Los tratamientos con los 

polifenoles resveratrol, silimarina, quercetina y naringenina disminuyen de forma diferencial la 

expresión de NF-B y los niveles de NF-B acetilada.  
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7. Las mejoras observadas en los procesos cognitivos y motores tras los tratamientos con 

polifenoles en ratas viejas, podrían explicarse en parte por el aumento de los niveles de SIRT1, 

pudiendo ser uno de los factores que favorecen la disminución de la acetilación de la proteína NF-

B; lo que estaría relacionado con las propiedades antiinflamatorias de los polifenoles descritas 

por otros autores. 
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